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RESUMO

Titulo: Extracdo e caracterizacdo dos lipideos da microalga Chlorella
pyrenoidosa visando a producéo de ésteres graxos
Autor: Carolina Vieira Viégas

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Gonc¢alves Montes D'Oca

A produgédo de biodiesel a partir do 6leo de microalgas tem sido demonstrada
na literatura usando rotas convencionais, que envolvem a extracdo dos lipideos
seguida pela sua conversdo para ésteres graxos. A extracdo de lipideos a partir da
biomassa microalgal € uma etapa importante do processo global de producdo de
biodiesel. Este trabalho teve como objetivo determinar o teor de lipideos da Chlorella
pyrenoidosa bem como o perfil graxo dos diferentes extratos lipidicos.

Os métodos de extracd@o utilizados envolveram o uso de ultrassom, agitacdo
magnética e soxhlet na presenca dos solventes: cloroférmio:metanol (2:1 v/v) (método
de Bligh & Dyer), metanol, cloroférmio, etanol e hexano. Os melhores resultados
foram obtidos a partir do método com agitacdo magnética utilizando
cloroférmio:metanol 2:1 (v/v), onde foram extraidos em média de 20 % de lipideos
totais seguido de metanol (17 %), cloroférmio (10,5 %), etanol (7,8 %) e hexano (1,15
%). A presenca dos acidos graxos 14:0, 16:0, 18:1, 18:0, 18:2 e 18:3 foram
confirmados pelas anélises de cromatografia gasosa.

A partir das fracBes lipidicas extraidas foram realizadas as reacdes para
obtencdo dos ésteres graxos utilizando temperatura de 60°C por 4h na presenca de
3% de H,SO, em relacdo a massa de lipideos. Os extratos lipidicos foram obtidos
usando 100 g de biomassa seca. A partir das fracbes extraidas com
cloroférmio:metanol 2:1 (v/v), metanol e etanol foram produzidos em média 6,40qg,

8,989, 6,989 de ésteres graxos, respectivamente.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA TECNOLOGICA E AMBIENTAL
Dissertacdo de Mestrado em Quimica Tecnoldgica e Ambiental, Rio Grande, Maio de

2010
VIii



ABSTRACT

Title: Extraction and characterization of the lipids from Chlorella pyrenoidosa for
FAAEs production
Author: Carolina Vieira Viégas

Advisor: Prof. Dr. Marcelo Gongalves Montes D’Oca

The production of biodiesel from microalgae oil has previously been
demonstrated in the literature using conventional routes, which involves the extraction
of the lipids from the microalgae biomass followed by its conversion to fatty esters.
Extraction of lipids from the microalgal biomass is an important step in the overall
process of biodiesel production. The present work aims to determine the Chlorella
pyrenoidosa lipid percentual as well as its fatty acids profile.

The survey was carried under different conditions seeking comparative
assessment of three extraction methods: Soxhlet, magnetic stirring, and
ultrasonication performed on five solvent systems: chloroform:methanol (Bligh and
Dyer method), methanol, chloroform, ethanol, and hexane. As results, the method
using chloroform:methanol (2:1 v/v) and magnetic stirring showed the highest lipid
extraction (20% of total lipids) followed by methanol (17 %), chloroform (10.5 %),
ethanol (7.8 %), and hexane (1.15 %) systems. The presence of 14:0, 16:0, 18:1, 18:0,
18:2 and 18:3 free fatty acids was confirmed by CG analyses.

In addition, the fatty esters production from several algal lipidic extracts was
carried out using H,SO,4 acid as catalyst (3 % in relation to the mass of lipids) for 4
hours at 60 °C. The lipidic extracts were obtained using 100g of the dry biomass. The
reactions produced 6.40g, 8.98g and 6.98g of the FAAEs from extracts obtained with
chloroform:methanol (2:1 v/v), methanol and ethanol, respectively.

FEDERAL UNIVERSITY OF RIO GRANDE
GRADUATE PROGRAM IN TECNOLOGICAL AND ENVIRONMENTAL CHEMISTRY
M.Sc. Dissertation Rio Grande, May de 2010
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1 INTRODUCAO

Durante décadas, o interesse nos lipideos de micro-organismos como
microalgas, alguns fungos (leveduras, por exemplo) e bactérias tem aumentado. Isto
se deve a essencial importancia destes nas diversas cadeias troficas e na
possibilidade da aplicagdo comercial em distintas areas como nutricdo, saude
humana e animal, tratamento de aguas residuais, producédo de energia e obtencéo
de compostos de interesse das industrias alimenticia, quimica e farmacéutica, dentre
outras.!

Além da consolidada producdo para a obtencdo de biomassa, diversas
microalgas tém sido cultivadas por sua capacidade de sintetizar compostos
considerados nutracéuticos, como o0s A&cidos graxos poliinsaturados® (acido
araquidénico - ARA, &cido eicosapentaendico — EPA e acido docosahexaendico —
DHA, por exemplo) e pigmentos carotendides (astaxantina, betacaroteno, luteina,
cantaxantina etc.), que apresentam propriedades terapéuticas.®*

A biotecnologia de microalgas também demonstrou versatilidade em outros
setores, podendo atuar no tratamento de efluentes e na biorremediacdo de metais
pesados, nitrogénio e fésforo que podem causar eutrofizacdo quando descartados
diretamente em qualquer corpo d” agua . A biomassa obtida nessa biorremocao
pode servir como fonte de matéria-prima para producédo de racao, fertilizantes e até
mesmo ser utilizada na inddstria de quimica fina. °

Segundo Meng e colaboradores®, as microalgas sdo os organismos
fotossintetizantes mais eficazes no processo de converséo da energia luminosa em
energia quimica e que vem ganhando destaque pelos beneficios ao meio ambiente,
pois utilizam o CO, da atmosfera como nutriente. O cultivo de microalgas apresenta
varias caracteristicas interessantes: menor gasto de agua quando comparados aos
de cultivo de plantas e pode ser realizado em condicbes ndo adequadas para a
producao de culturas convencionais.’

A partir desses aspectos, as microalgas possuem algumas vantagens em

relacdo as oleaginosas convencionais e muitas destas caracteristicas citadas acima



favorecem a utilizagdo destes micro-organismos como matéria-prima na producéo de
biodiesel. ’

O biodiesel é produzido a partir de fontes renovaveis tais como Oleos
vegetais e gorduras animais. E um combustivel limpo e renovavel, cujas
propriedades sédo similares as do 6leo diesel e é definido como uma mistura de
monoalquil ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos de gorduras animais e ou
6leos vegetais.?

O biodiesel pode ser produzido por diferentes métodos e utilizando inUmeras
matérias-primas. Oleos vegetais, gorduras animais, residuos de 6leos e gorduras,
além de micro-organismos como as microalgas®, sdo matérias-primas promissoras
na producdo de biodiesel. Os 0Oleos vegetais podem ser extraidos de oleaginosas

10. 11 I3, arroz'* e outras. As gorduras animais podem

como soja’® **, mamona'?, girasso
obtidas de aves, suinos e bovinos, enquanto que residuos de 6leos e gorduras sao
obtidos de abatedouros, restaurantes e também de estacfes de tratamento de
esgotos.

O biodiesel apresenta algumas vantagens sobre o Oleo diesel: € derivado de
matérias-primas renovaveis, reduz a atual dependéncia sobre os derivados do
petréleo, é biodegradavel e ndo contribui para um grande crescimento nos niveis de
diéxido de carbono na atmosfera, e consequientemente ao efeito estufa.™

No cultivo de microalgas, todo o carbono acumulado advém das moléculas de
diéxido de carbono presentes na atmosfera e sdo fixadas por elas para sintese de
compostos como carboidratos, proteinas e lipideos. Para uma producdo de
aproximadamente 100 toneladas de biomassa de microalgas, um total estimado de
183 toneladas de diéxido de carbono é absorvido. °

Desta forma, as microalgas séo indicadas como substrato com alto potencial
energético para a producdo de biocombustiveis. Neste trabalho, um estudo sobre a
extracdo de Oleo seguido da producdo de biodiesel de microalgas foi realizado,
visando estudar a viabilidade de se utilizar esta matéria-prima para producdo de

biodiesel.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microalgas

O termo microalgas nédo tem valor taxondémico, engloba microrganismos
unicelulares com clorofila a e outros pigmentos fotossintéticos, os quais sao capazes
de realizar a fotossintese e sua caracterizacao sistematica implica na consideracéo
de uma série de critérios.’® As microalgas sdo organismos microscépicos, coloniais
ou filamentosos, coloridos, fotoautotréficos, procariéticos e eucariéticos.*’

Os exemplos de microalgas procarioticos sédo cianobactérias (Cyanophyceae)
e as microalgas eucaridticas sado algas verdes (Chlorophyta) e diatomaceas
(Bacillariophyta).! As microalgas estdo presentes em todos os ecossistemas
existentes na terra, representando uma variedade grande de espécies que vivem em
condi¢des extremas. Estima-se que mais de 50.000 espécies existam, mas somente
um ndmero limitado, de aproximadamente 30.000, ja foram estudadas e analisadas.’

Conforme Arregondo-Vega'®, as microalgas s&o produtores primarios que
armazenam energia solar para converté-la em energia biologica, sendo as
microalgas a base de inumeras cadeias troficas nos ambientes aquéticos. As
microalgas sao principalmente encontradas no meio marinho e agua doce, sendo
consideradas responsaveis por pelo menos 60% da producdo primaria da Terra.’
Uma das caracteristicas relevantes das microalgas é a capacidade destes micro-
organismos transformarem o diéxido de carbono presente na atmosfera e a luz solar
em varias formas de energia, através do processo de fotossintese. Através deste
processo, sdo produzidos polissacarideos, proteinas, lipideos e hidrocarbonetos. °

A biomassa de microalgas e os extratos de biomassa vém ganhando
destaque no mercado mundial, sendo aplicadas de diferentes formas como na
producdo de proteina unicelular, lipideos, carotendides, clorofila, enzimas, ésteres,
antibiéticos, hidrocarbonetos e vitaminas. *

O aumento dessa demanda de produtos produzidos pelas microalgas deve-
se, principalmente, ao fato de apresentarem substancias com efeitos antioxidantes,
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), proteinas imunologicamente efetivas e

compostos virostaticos.*



Peixes como bacalhau, savelha, arenque, anchova e sardinha contém uma
alta proporcéo de gordura e sdo empregados na obtencédo de PUFAs. No entanto, os
produtos extraidos destas fontes podem apresentar varios problemas, tais como:
odor desagradavel, contaminacéo com metais pesados, baixa estabilidade, presenca
de colesterol, producdo variavel e um complexo perfil de acidos graxos, podendo
apresentar mais de 40 tipos diferentes. Em contraste, os &cidos graxos das
microalgas ndo apresentam as desvantagens citadas e a obtencéo de acidos graxos
poliinsaturados a partir de cultura de microalgas representa uma fonte alternativa de
producéo desta classe de lipideos. *°

Para desenvolver o cultivo macico de microalgas € necessario isolar e
caracterizar as espécies, aprimorando as ferramentas genéticas em busca de
caracteristicas especificas como, por exemplo, o aumento da produtividade de
lipideos por litro de cultivo. No cultivo de microalgas, alguns fatores podem
influenciar na producdo desses lipideos como: pH, nutrientes, intensidade de luz e
temperatura. Estas condicbes ambientais podem ser controladas e as espécies
selecionadas de acordo com o(s) &cido(s) graxo(s) desejado(s).?

Cada espécie de microalga produz diferentes teores de lipideos, carboidratos
e proteinas, pois estes minusculos organismos tém a habilidade de alterar seu
metabolismo de acordo com as mudancas na composicdo quimica do meio de
cultura.?* Por exemplo, o contetido lipidico da Chlorella protothecoides pode ser
aumentando em 15 % depois da adicdo de glucose em meio sob limitacdo de
nutrientes como nitratos alcancando 55 % de lipideos em seu peso seco.?” Na tabela
1, sdo listadas algumas condicbes de cultivo que afetam o perfil graxo das
microalgas.

Huang e colaboradores® e Miao e Wu ?* apresentam dois sistemas de cultivo
de microalgas, de forma a produzir energia quimica, sendo eles: Sistema
fotoautotréfico (Autotrofico) e o heterotréfico, respectivamente.

No sistema fotoautotrofico, as microalgas sao cultivadas na presenca de luz e,
através da fotossintese, a microalga obtém energia da luz para fixar carbono e
produzir producéo de biomassa. '® Todas as espécies de algas sdo fotoautotréficas.
Embora o sistema autotréfico apresente eficiente incidéncia de luz sobre a cultura de

microalgas, pode ocorrer que essa cultura tenha um crescimento muito lento devido
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ao processo chamado de fotoinibicdo, ou seja, excesso de luz em dias ensolarados,

acarretando uma menor producéo celular.?*

Tabela 1 — Efeito das diferentes culturas no perfil graxo das microalgas21

Tipo de cultura Efeito no perfil graxo

Baixa concentracdo de N Aumenta o conteudo lipidico

Alta concentracdo de N Diminui a quantidade de Cy;

Aumento na intensidade luminosa Aumenta a quantidade de acidos graxos

Baixa temperatura Aumenta a quantidade de &cidos graxos
insaturados

Baixa temperatura Aumenta a quantidade de 20:5 e 22:6

Mn*? Aumenta o conteudo lipidico

Alta concentracéo de CO, Aumenta a quantidade de acidos graxos
insaturados

Baixa concentragéo de P Aumenta o conteudo lipidico

O cultivo de microalgas, através de um sistema heterotrofico, apresenta
inmeras vantagens em relacdo ao sistema anteriormente mencionado. Vantagens
como a eliminacdo da exigéncia de luz, maior controle do processo de cultivo e
baixo custo na colheita da biomassa. Um importante aspecto do sistema
heterotréfico esta relacionado ao baixo custo dos nutrientes, ou fontes de carbono,
utilizados no processo de cultivo.?

As microalgas podem ser cultivadas em fotobiorreatores ou em lagoas
abertas ou fechadas. Os fotobiorreatores consistem basicamente de um arranjo de
tubos transparentes que podem ser feitos de material polimérico translicido ou vidro.
Este arranjo de tubos € acoplado a uma bomba de circulacdo e a uma coluna de
desgaseificacdo, formando um sistema totalmente fechado. O diametro dos tubos é
dimensionado de forma a obter um melhor aproveitamento da luz, e o arranjo entre
eles pode se apresentar na forma helicoidal, vertical e horizontal. °

O uso de fotobiorreatores (Figura 1) é mais adequado para algumas
microalgas, principalmente as que sao facilmente contaminadas por outros micro-
organismos, ou aquelas que necessitam de um maior controle dos parametros fisico-
guimicos do meio de cultivo. Existem algumas espécies de microalgas que podem

sobreviver em ambientes extremos, como por exemplo, 0os géneros Artrospira e



Dunalliela que sobrevivem em ambientes com elevado ph e alta salinidade,

respectivamente. 2*

Figura 1 — Fotobiorreator utilizado no cultivo de microalgas25

Para que o crescimento das microalgas seja satisfatorio, alguns requisitos sao
necessarios como a presenca de diéxido de carbono, macro e micronutrientes além
da incidéncia continua de luz. Todos estes parametros sdo mais bem controlados
com o uso de fotobiorreatores. Por outro lado, este sistema apresenta um custo de
fabricagdo e operacional bastante elevado, devido a tecnologia e aos insumos
necessarios para coloca-lo em funcionamento.

Os tanques para o cultivo de microalgas podem ser construidos em forma
circular, retangular, elipsoidal ou cilindrica, e podem ser conectados, formando um
circuito fechado com recirculagdo e mistura. Independentemente da area do tanque,
a profundidade varia de 20 a 30 cm, pois tanques muito profundos prejudicam o
aproveitamento da luz pelas células. A agitacdo constante é essencial para
promover uma distribuicdo uniforme das células, permitindo a iluminagdo de todas

as células. A superficie interna é geralmente lisa, para facilitar a limpeza e evitar
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danos resultantes do atrito de células com as paredes. O revestimento é feito com
material plastico, fibra de vidro ou concreto e o material empregado no revestimento
deve ser claro, para permitir maior reflexdo de luz. %

Segundo Amin?’, grande parte das microalgas produzidas atualmente sdo
cultivadas em tanques abertos, considerando que esses tanques precisam ter
acesso a luz solar, sendo que essa luz solar precisa estar disponivel mesmo com
possiveis variacfes sazonais e diarias.

Um problema presente no cultivo de microalgas em lagoas abertas em
relacdo ao uso de fotobiorreatores, segundo Pérez?®, estd no fato de que as
espécies com conteddo mais elevado de 6leo sdo as que se reproduzem mais
lentamente. A partir desta realidade, facilmente ocorre a contaminagcao por espécies
de microalgas e bactérias indesejaveis, devido a falta de um controle mais efetivo
sobre o sistema em geral (Figura 2).

Centrifugas e sistema
de circulagéo Estocagem de
microalgas

Piscinas de colheita
de microalgas

Piscinas de crescimento
de microalgas

Parque de piscinasflagoas abertas
para crescimento de microalgas

Figura 2 — Sistema de cultivo de microalgas em lagoas abertas®

O crescimento das microalgas, tanto em seu ambiente natural como nos
sistemas de cultivo, € o resultado da interagdo entre fatores bioldgicos, fisicos e
guimicos. Normalmente, esses micro-organismos sdo mais encontrados em lugares
ou regides que apresentam um clima imido ou tropical do que em regides com clima

mais seco. Todos esses aspectos estdo diretamente relacionados ao acesso das



microalgas a iluminacdo, temperatura adequada, salinidade e também a
disponibilidade aos nutrientes necessarios. %

Embora o rendimento de 6leo nas microalgas seja dependente de alguns
fatores, esta quantidade ainda € muito superior as encontradas para as oleaginosas
convencionais. Na tabela 2 sdo apresentados dados que comparam a quantidade de
0leo sobre o peso seco e o rendimento de 6leo por hectare por ano bem como a

produtividade de biodiesel por area de cultivo. °

Tabela 2 — Comparacao da produtividade de 6leo entre microalgas e oleaginosas convencionais®?
_ _

Rend. de Area Produtividade
Oleaginosa Oleo oleo ne%esséria de l_)io_diesel
(%) (Loleo/ha  (m“ano/kg (kg biodiesel/ha
ano) biodiesel) ano)
Milho (Zea mays L.) 44 172 66 152
Maconha (Cannabis sativa L.) 33 363 31 321
Soja (Glycine max L.) 18 636 18 562
Jatropha (Jatropha curcas L.) 28 741 15 656
Camelina (Camelina sativa L.) 42 915 12 809
Canola (Brassica napus L.) 41 974 12 862
Girassol (Helianthus annuus L.) 40 1307 11 946
Mamona (Ricinus communis) 48 1070 9 1156
Palma (Elaeis guineensis) 36 5366 2 4747
Microalga (baixo teor de 6leo) 30 58,700 0,2 51,927
Microalga (médio teor de 6leo) 50 97,800 0,1 86,515
Microalga (alto teor de 6leo) 70 136,900 0,1 121,104

A colheita da biomassa das microalgas ndo segue um regime de safras, pode
ser realizada diariamente, pois tem um tempo de geracdo de poucas horas, o que
permite cultivos continuos. Para o cultivo deste tipo de matéria-prima nao séo
necessarias areas araveis ou agua potavel, ndo competindo, portanto, com a
agricultura, animais ou pessoas pela sua outorga. °

Apoés a colheita e extracdo do 6leo, os meios de cultura sdo diretamente
reaproveitados ou reciclados, os residuos usados na producdo de biogas por
digestédo anaerdébica e posterior co-geracdo de energia elétrica, para uso no proprio
processo de cultivo, utilizando-se o CO, gerado pela combustdo do biogas na

aguicultura das proprias microalgas, de forma a incrementar seu crescimento. Este
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potencial de reaproveitamento pode ser incorporado pelas outras receitas, como da
comercializacdo dos subprodutos da biomassa e da biodigestdo. O aproveitamento
dos residuos podera contribuir para reducédo dos custos de producéo do biodiesel. °
Conforme Cohen e colaboradores®, a producdo de microalgas pode ser
justificada por apresentar diversas vantagens, dentre as quais podem ser

destacadas:

e Um cultivo de microalgas é um sistema bioldgico eficiente na utilizacdo da
energia solar para producao de matéria organica, sendo que muitas espécies
crescem mais rapidamente que as plantas terrestres, fato que possibilita
maiores rendimentos da biomassa (maior produtividade).

e Sua natureza unicelular assegura uma biomassa com a mesma composi¢ao
bioguimica, o que n&o ocorre nas plantas terrestres, que apresentam
compostos localizados em partes especificas serem: nos frutos, folhas,

sementes ou raizes;

e Podem crescer bem em regibes com extremas condicfes climaticas. Os
cultivos podem ser desenvolvidos com agua marinha ou de estuarios, a qual
nao pode ser convencionalmente empregada no cultivo de plantas com valor
para a agricultura, ou com agua proveniente de diversos processos de

producao (por exemplo: agropecuaria, industrial e dejetos domésticos).

¢ Ciclo de vida da maioria das microalgas se completa em poucas horas, o que
favorece a selecao de cepas e o melhoramento genético das espécies.

Além das vantagens na forma de cultivo dessas microalgas em relacdo aos

vegetais superiores, 0 biodiesel das microalgas apresenta outras vantagens, que

sdo listadas abaixo: *°

e O CO; emitido na queima desse biocombustivel € reabsorvido pelos vegetais

e microalgas



e As microalgas podem ser utilizadas para o tratamento de efluentes
contaminados com NH,4*, NO3', POy, no qual utilizam esses nutrientes para o

crescimento.

e Apé6s a extracdo do 6leo, a biomassa restante pode ser processada para a
producédo de bioetanol, utilizada como racdo animal e fertilizante, pois é fonte

de nitrogénio e fésforo ou simplesmente queimada para gerar energia.

e Dependendo da espécie da microalga, outros compostos podem ser extraidos
para diferentes aplicacdes industriais, compostos estes que estdo incluidos
no campo da quimica fina, como PUFAs, pigmentos, aclUcares e

antioxidantes.®!

Algumas espécies de microalgas demonstraram potencialidades para a
producdo de biocombustiveis e podem ser consideradas como possiveis fontes de
matérias-primas para o biodiesel. A Chlorella pode ser indicada com uma boa
espécie para producdo de biodiesel por apresentar alta produtividade por litro de
cultivo, teor de Oleo consideravel e se adaptar bem as diferentes formas de cultivo
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Produtividade de algumas espécies de microalgase’O

Produtividade de

Volume de biomassa

Area destinada a

Microalga lipideos produzida producéo
(mg/L/dia) (g/L/dia) (g/mZ/dia)
Ankistrodesmus sp. - - 11,5-17,4
Botryococcus braunii - 0,02 3,0
Chaetoceros muelleri 21,8 0,07 -
Chaetoceros calcitrans 17,6 0,04 -
Chlorella emersonii 10,3-50,0 0,036-0,041 0,91-0,97
Chlorella protothecoides 1214 2,00-7,70 -
Chlorella sorokiniana 447 0,23-1,47 -
Chlorella vulgaris 11,2-40,0 0,02-0,20 0,57-0,95
Chlorella sp. 42,1 0,02-2,5 1,61-16,47/25
Chlorella pyrenoidosa - 2,90-3,64 72,5/130
Chilorella 18,7 - 3,50-13,90
Chlorococcum sp. 53,7 0,28 -
Crypthecodinium cohnii - 10 -
Dunaliella salina 116,0 0,22-0,34 1,6-3,5/20-38
Dunaliella primolecta - 0,09 14
Dunaliella tertiolecta - 0,12 -
Dunaliella sp. 33,5 - -
Ellipsoidion sp. 47,3 0,17 -
Euglena gracilis - 7,70 -
Haematococcus pluvialis - 0,05-0,06 10,2-36,4
Isochrysis galbana - 0,32-1,60 -
Isochrysis sp. 37,8 0,08-0,17 -
Monodus subterraneus 30,4 0,19 -
Monallanthus salina - 0,08 12
Nannochloris sp. 60,9-76,5 0,17-0,51 -
Nannochloropsis oculata. 84,0-142,0 0,37-0,48 -
Nannochloropsis sp. 37,6-90,0 0,17-1,43 1,9-5;3
Neochloris oleoabundans 90,0-134,0 - -
Pavlova salina 49,4 0,16 -
Pavlova lutheri 40,2 0,14 -
Phaeodactylum tricornutum 44,8 0,003-1,9 2,4-21
Porphyridium cruentum 34,8 0,36-1,50 25
Scenedesmus obliquus - 0,004-0,74 -
Scenedesmus quadricauda 35,1 0,19 -
Scenedesmus sp. 40,8-53,9 0,03-0,26 2,43-13,52
Skeletonema sp. 27,3 0,09 -
Skeletonema costatum 17,4 0,08 -
Spirulina platensis - 0,06-4,3 1,5-14,5/24-51
Spirulina maxima - 0,21-0,25 25
Thalassiosira pseudonana 17,4 0,08 -
Tetraselmis suecica 27,0-36,4 0,12-0,32 19
Tetraselmis sp. 43,4 0,30 -
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2.2 Chlorella pyrenoidosa

O nome da microalga Chlorella provém do grego chloro (verde); e do sufixo
diminutivo latino ella (pequeno), compreendendo em um género de algas verdes
unicelulares, do Filo Chlorophyta. A classificacdo cientifica da microalga Chlorella
pyrenoidosa estd descrita abaixo (Tabela 4). A microalga Chlorella pyrenoidosa
contém pigmentos verdes como a clorofila-a e -b em seu cloroplasto
(aproximadamente 2 % do seu peso seco) que, através da fotossintese, se multiplica
rapidamente utilizando diéxido de carbono, agua, luz solar e pequenas quantidades

de minerais para reproduzir-se (Figura 3).%?

Tabela 4 — Classificacéo cientifica da espécie Chlorella pyrenoidosa32

Reino Filo Classe Ordem Familia  Género  Espécie
. Chlorella
Protista  Chlorophyta Chlorophyceae Chlorococcales Chlocloceae Chlorella pyrenoidosa

O género Chlorella contém diversas espécies que produzem diferentes
quantidades de lipideos. Por exemplo, a Chlorella vulgaris apresenta 14-22 %* e a
Chlorella ellipsoidea, 4,49 %*. De acordo com a literatura, a Chlorella pyrenoidosa
apresenta de 2 %>* a 11,93 % de lipideos**. Variando as condicées de cultivo, pode
render de 18,9 % (com limitacdo de N) a 22,2 % de lipideos (sob condi¢cbes
otimizadas) e ainda para esta mesmas condi¢cdes de cultivo, foram obtidos 25,2 % e
38,0 %, respectivamente, para uma cepa mutante desta espécie.®

A Chlorella pode servir como uma fonte potencial de alimento e de energia
devido a sua eficiéncia fotossintética, que é compardvel com outros cultivos
altamente eficientes como a cana-de-agucar. Esta microalga pode ser uma atrativa
fonte alimentar por sua alta proporcdo de proteina e outros nutrientes essenciais ao
humano; seca, tem cerca de 57% de proteina, 2% de gordura, 26% de carboidratos,
2% de fibras, 10% de minerais e vitaminas.>*%

O bioquimico alem&o Otto Heinrich Warburg recebeu o Prémio Nobel em
Fisiologia e Medicina em 1931 por seu estudo da fotossintese na Chlorella. Em

1961, Melvin Calvin da Universidade da Califérnia recebeu o Prémio Nobel de
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Figura 3 — Fotografia microscépica da Chlorella pyrenoidosa

2.2 Composicao da fracdo lipidica de microalgas

Os lipideos caracterizam um conjunto de substancias quimicas que, ao
contrario das outras classes de compostos organicos, ndo sdo caracterizadas por
algum grupo funcional comum, e sim pela sua alta solubilidade em solventes
organicos e baixa solubilidade em agua.®® Os azeites e gorduras sdo substancias de
origem vegetal ou animal, que consistem predominantemente em misturas de
ésteres, oriundos da mescla de acidos graxos com a glicerina, estes chamados de
triacilgliceréis. 394

Os lipideos sdo um dos principais macronutrientes categorizados geralmente
como sendo neutros ou polares. Os lipideos polares incluem além dos fosfolipideos
e glicolipideos, predominantemente na maioria das microalgas na composicao total
dos lipideos.** A classe tipicas dos lipideos complexos é formada por fosfolipideos,

glicolipideos, ceramidas, cerebrosideos e gangliosideos. Os lipideos neutros séo
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agueles que ndo contém grupos carregados, isto inclui triacilglicerdis, glicerideos,
carotendides, esterdis e uma escala limitada dos hidrocarbonetos de alto peso
molecular que aparecem naturalmente no 6leo de alguns peixes, microalgas e
sementes. *°

Triacilglicer6is sdo geralmente considerados como produto de estocagem
energética, enquanto que glicolipideos sao estruturas lipidicas presentes na parede
celular. Os lipideos sao tipicamente compostos por triacilglicerois, glicolipideos,
fosfolipideos, lipoproteinas e é&cidos graxos contendo entre 12 e 22 carbonos,
podendo ser saturados e poliinsaturados. *° Na figura 4 podem ser observadas

algumas estruturas quimicas encontradas nos lipideos das microalgas.
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Figura 4 - Estrutura dos diferentes lipideos encontrados nas microalgas

As microalgas podem ser consideradas uma fonte alternativa de lipideos, por
apresentarem altos teores destes que, segundo Chisti®, podem conter entre 15-75 %

de lipideos a partir de seu peso seco, dependendo da forma de cultivo (Tabela 5).

Tabela 5 — Teor lipidico de microalgas9

Microalga Conteudo lipidico (% massa seca)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Nitzschia sp. 45-47
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Os menores valores para este parametro foram observados em
cianobactérias representantes do género Anabaena e Oscilatéria, com 2 % e em
Arthrospira com 6-7% com valores maximos sendo encontrados em diatoméaceas
entre 75-85% de lipideos a partir de seu peso seco.

Dentre a ampla variedade da composicéao lipidica de algumas microalgas, as

espécies Dunaliella tertiolecta e Nannochloris atomus (Chlorophyceae) apresentam
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um conteudo lipidico polar entre 94-99% enquanto que pra microalgas Tetraselmis

suecica (Prasinophyceae), este valor est4 em torno de 91,5% (Tabela 6). **

Segundo a tabela 6, podemos observar que o conteddo polar, quando

comparado ao resto da fracéo lipidica, € consideravelmente alto em relacédo a toda

massa lipidica.

Tabela 6 — Composicado (%) dos lipideos das microalgais™

Hidrocarbonetos, Diacilgliceri- Lipideos
Microalga esterois Triacilglicerois deos polares
e ceras
Isochrysis sp. 0,4 2,8 0,2 83,0
Isochrysis galbana - 44,6 0,8 53,9
Pavlova lutheri 0,2 4,0 6,3 78,3
Chroomonas salina 3,5 21,9 4,9 67,8
Coscinodiscus sp. - 11,9 2,3 84,3
Rhizosolenia setigera - 7,1 31 72,4
Dunaliella tertiolecta - 1,9 2,1 94,3
Nannochloris atomus - - 1,0 98,6
Tetraselmis suecica 1,8 3,3 1,9 91,5
Amphora sp. - 2,1 0,9 92,4
Chaetoceros calcitrans 0,4 8,4 6,1 72,8
Chaetoceros gracilis 1,3 34,0 6,0 44,2
Cylindrotheca fusiformis - 2,5 2,1 90,7
Fragilaria pinnata - 5,0 3,7 89,1
Haslea ostrearia - 14,5 1,7 53,9
Navicula sp. - 47,7 0,1 50,1
Nitzschia closterium - 0,3 0,3 89,7
Skeletonema costatum 0,8 1,7 1,7 84,6
Thalassionema nitzschioides - 2,5 1,8 85,2
Thalassiothrix heteromorpha - 5,9 3,6 59,4
Thalassiosira pseudonana 1,2 14,4 2,8 80,4
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2.4. Métodos de extragcdo da fracao lipidica de microalgas

Para obtencéo de resultados confiaveis na extracao de lipideos de microalgas
€ necessario o conhecimento das principais classes lipidicas presentes e seus
constituintes. O método para extracdo deve ser rapido, eficiente e delicado, a fim de
reduzir a degradacao dos lipideos e triacilglicerdis. Na extracdo, os solventes devem
ser baratos, volateis (para serem removidos posteriormente), de baixa toxicidade,
puros, imiscivel em agua e seletivos, ou seja, que ndo sejam extratores para
compostos indesejaveis.*

Folch e colaboradores* desenvolveram um método usando uma mistura de
cloroférmio e metanol (2:1 v/v), seguida pela adicdo de solucdo salina de KCI,
visando uma melhor separacdo das fases lipidicas e aquosa. Bligh & Dyer®
modificaram o método de Folch e propuseram um meétodo rapido para extracdo e
purificacdo de lipideos totais utilizando cloroformio:metanol:agua (2:1:0,8 v/v).

Bligh & Dyer é um método bastante estudado e conhecido pelos
pesquisadores da area para determinacao de lipideos totais. Os métodos de Folch e
Bligh & Dyer sdo métodos de extracdo a frio para que a qualidade da fracéo lipidica
nao seja afetada.

O método de extracdo de Bligh & Dyer, utilizando cloroférmio: metanol (2:1
v/v) para amostras secas foi aplicado em uma grande variedade de materiais como
tecido animal ou vegetal e micro-organismos com as microalgas.** Para o
procedimento de extracdo dos lipideos de microalgas ndo € necessaria a
homogeneizacdo da amostra e a obtencao da fracao lipidica é conduzida durante 2
horas na temperatura ambiente. *°

A extracdo dos lipideos de microalgas €é normalmente realizada por
processos como  prensagem mecéanica, a extracdo por solventes, fluidos
supercriticos, utilizando-se enzimas, choque osmotico e extracdo ultra-sénica
assistida. A extracdo utilizando o processo de prensagem € uma das opc¢cdes mais
simples. Neste processo, € utilizada uma prensa de forma a extrair uma grande
porcentagem de 6leo, através da compressao das microalgas contidas em um

determinado volume de biomassa. %
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A extragao por solvente pode ser realizada isoladamente ou em conjunto com
o método de prensagem, buscando, assim, um maior rendimento de 6leo. 2 Em
geral, sdo encontradas na literatura uma ampla variedade de solventes e métodos
para a extracao dos lipideos das microalgas.

O etanol foi usado na extracdo dos lipideos da microalga Phaeodactylum
tricornutum®. Grima e colaboradores®® realizaram a extracdo dos lipideos da
microalga Isochrysis galbana na presenca dos solventes cloroférmio:etanol:adgua
1:2:0,8 (v/v), hexano:etanol 1:2,5 (v/v) e 1:0,9 (v/v), butanol, etanol, etanol:agua 1:1
(v/v) e hexano:isopropanol 1:1,5 (v/v) . Variando a temperatura e tempo de extracao
foi constatado que na presenca de cloroférmio:etanol:agua 1:2:0,8 (v/v) ocorreu um
aumento no teor do lipideos de acordo com o aumento da temperatura .

Para a extracdo dos lipideos da microalga Botryococcus braunii*’ foram
utilizados diferentes solventes como cloroférmio:metanol (211
viv),hexano:isopropanol (3:2 vlv), dicloroetano/metanol (1.1 v/v),
dicloroetano/etanol (1:1 v/v) e acetona/diclorometano (1:1 v/v) obtendo o melhor
rendimento de 28 % na presenca de cloroformio:metanol (2:1 v/v). O etanol € um
solvente bom para extracdo, porém, extrai alguns contaminantes como acucares,
aminodcidos, sais, proteinas hidrofébicas e pigmentos que ndo sdo desejaveis na
composicao dos lipideos.

Um dos métodos mais utilizados na literatura para este fim é o equipamento
de soxhlet, que apresenta algumas vantagens em relacdo aos outros métodos como
estar em constante contato com a amostra, 0 solvente estar sempre sendo
renovado, metodologia simples e sem posterior procedimento para obtencdo do
oleo. O equipamento de soxhlet também foi utilizado para extracdo do 6leo da
Chlorella prototecoides na presenca de hexano como solvente extrator e sob um
tempo de 10 horas e temperatura de 60°C. ? O método de soxhlet é sem ddvida o
mais utilizado para extracdo de 6leos devido a sua grande eficiéncia apresentada
perante as matrizes vegetais e animais.

Conforme algumas referéncias encontradas na literatura, podem ser
observadas outras proporc¢des de solventes e tempos utilizados para o processo de

extracdo dos lipideos de microalgas (Tabela 7).

18



Tabela 7 — Procedimento de extracdo e rendimento de extracdo de algumas microalgas
_ _

Microalga Tipo de Tempo Lipideos Referéncias
Solvente (min.) extraidos
(%)
Botryococus sp. Cloroférmio: 3x20 11,5 47
metanol (1:1)
Scenedemus sp. Cloroférmio: 3x20 11,1 47
metanol (1:1)
Chlorella vulgaris Cloroférmio: 3x20 9,5 47
metanol (1:1)
Oedogonium sp. Hexano: 1440 9,4 48
éter (1:1)
Spirogyra sp. Hexano: 1440 7,3 48
éter (1:1)

Lipideos polares como fosfolipideos e glicolipideos requerem solventes com
polares, tais como etanol ou metanol, para enfraquecer ligacbes de hidrogénio que
0os mantém em. Em microalgas, a fracdo lipidica pode sofrer alteracdes em sua
composicdo de acordo com a polaridade do solvente utilizado para sua extracao
(Tabela 8). *°

Tabela 8 — Composicao da fragdo lipidica das microalgas de acordo com o solvente extrator'®

Solvente Componentes extraidos

Cloroférmio hidrocarbonetos, carotendides, clorofila,
esteradis, triacilglicerdis, ceras, aldeidos
e acidos graxos

Acetona diacilglicerois, cerebrosideos e
sulfolipideos

Metanol fosfolipideos e glicolipideos

Hexano hidrocarbonetos, Triacilglicerdis e

acidos graxos

A solubilidade dos lipideos pode ser prevista qualitativamente pela andlise

estrutural das moléculas que compdem a fracdo. H& dois tipos de associacdes que
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ocorrem para os lipideos: i) forcas de van der Waals nos lipidos apolares
(triacilglicerais); ii) ligacdes de hidrogénio e forcas eletrostaticas nos lipideos polares
(fosfolipideos e glicolipideos). Os triacilglicerdis por estare ligados por forcas de van
der Waals, podem ser extraidos com solventes apolares como hexano e de média
polaridade como o cloroférmio.*

As propriedades como o momento dipolar (1) e a constante dielétrica (g)
podem ser levadas em consideracao para o melhor entendimento dos componentes
extraidos das frac¢des lipidicas, que por conseqiéncia podem ser afetados de acordo
com a polaridade de cada solvente (Tabela 9). De acordo com o0 conceito de
polaridade uma molécula apolar € aquela em que a posicao média de todos os
centros das cargas positivas, coincide com o centro das negativas (u=0). Numa
molécula polar existe uma separacdo de cargas, ou seja, 0S centros nao coicidem
(u#0).*

Tabela 9 — Momento dipolar e constante dielétrica de alguns solventes>®

Solvente Férmula U €
Hexano CegHi14 0 1,89
Ciclohexano CeH12 0 2,02
Benzeno CeHe 0 2,28
Tolueno CeHsCH3 0,36 2,38
Cloroférmio CHCI; 1,01 4,81
Dietiléter C,HsOC,Hs 1,15 4,34
Diclorometano CH,Cl, 1,60 9,08
Etanol C,HsOH 1,69 24,3
Metanol CH30OH 1,70 32,6
Etilenoglicol HOCH,CH,OH 2,28 37,5
Acetona CH3;COCHz3 2,88 20,7
ﬂ;ua H,O 1,85 78,5

Para a obtencdo do biodiesel a partir de microalgas varios passos estao
envolvidos no processo como: o cultivo, a colheita, extracdo dos lipideos
(rompimento da parede celular), e a reacdo de sintese do biodiesel
(transesterificac&o).>

Na producéo de biodiesel o rompimento da parede celular para extracao dos

51,52

lipideos é um aspecto que deve ser considerado. Takeda’ > classifica as microalgas
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de acordo com a composi¢cado dos sacarideos da parede celular. Okuda® discute a
diversidade das camadas celulares, por exemplo, as divisbes de Clorophyta,
Rhodophyta, Ochrophyta apresentam parede celular celuldsica; Prymnesiophyta tém
parede celular composta por CaCOs, quitina e celulose; microalgas da espécie
Diatomaceas apresentam silica em volta de suas células; Euglenophyta apresentam
uma pelicula de proteina e Cyanobactéria tém parede de mureina (peptideoglicano)
com camada externa lipopolissacaridica.

Dessa forma dependendo da microalga deverdo ainda ser realizados
investimentos em tecnologias de ultrasonicagdo, homogeneizacéo por alta presséo,
moagem, presenca de solventes organicos, microondas e outros procedimentos
visando a quebra de parede celular.

O processo de desidratacdo das microalgas € comumente aplicado para
aumentar o tempo de conservacao desses micro-organismos. Muitos métodos sao
aplicados, por exemplo, em espécies como Chlorella, Scenedesmus e Spirulina
como o spray-drying, drum-drying e sun-drying. Devido ao alto teor de agua no
interior dessas células, o spray drying ndo demonstra ser muito efetivo e €
economicamente inviavel para produtos de baixo valor, como biodiesel e proteinas.*

Para a extracdo dos lipideos com solvente normalmente utiliza-se a biomassa
liofilizada, sendo a liofilizacdo um eficiente método que reduz qualquer tipo de
degradacédo da matéria-prima. A ruptura da parede celular por choque osmotico é
utilizado para liberar componentes celulares de organismos, como o 6leo. *°

As microondas, que quebram as células usando o choque de ondas de alta
freqUéncia, foram sugeridas recentemente como uma técnica para a extracdo de
6leos vegetais. ***°. A ultrasonicacdo racha a parede e a membrana de célula
devido a uma cavitacdo o efeito foi amplamente utilizado interromper células
microbianas®’ e a parede celular da diatomécea Chaetoceros gracilis®. As técnicas
de quebra da parede celular sé&o utilizadas para permitir uma melhor penetracao do
solvente no interior da célula. Embora nenhuma técnica padrdo exista, a
ultrassonicacéo parece ser um dos métodos mais comuns para assegurar acesso
livre aos solventes e a subseqiiente extrac&o os lipideos.>®

Para a extracdo dos lipideos das microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus

sp. e Botryococcus sp., foram aplicadas as técnicas de trituracdo, autoclave, choque
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osmatico, micro-ondas e ultrassonicagdo anteriormente a adicdo de solvente
cloroférmio:metanol (2:1 v/v), visando o rompimento da parede celular.Neste caso, a
utilizacdo de micro-ondas e a trituracdo aumentaram significativamente a quantidade
de lipideos extraidos.*

Na extracdo dos lipideos de algumas microalgas, o auxilio com equipamentos
para a quebra da parede celular, quando comparados com 0s métodos
convencionais (extracdo por solvente), melhoraram o poder de extracdo do 6leo. Por
exemplo, na presenga de microondas e ultrassom, os tempos da extragdo foram
reduzidos e os rendimentos foram aumentados entre 50-500% em massa. No caso
da microalga marinha Crypthecodinium cohnii, o ultrassom proporcionou um
aumento no rendimento de 4.8% em soxhlet para um resultado consideravel 25.9%
de 6leo.®! Conseqiientemente, a quebra da e solvente apropriados proporcionam
um aumento na quantidade de lipideos extraidos.°

No método de extracdo por fluido supercritico, utiliza-se o CO,. O gas é
submetido a pressao até que se liquefaca, em seguida € aquecido ao seu ponto
supercritico, onde que apresenta propriedades tanto de liquido quanto de gas. A
extracdo de Oleo acontece, pois este fluido liquido atua como solvente. A extracao
dos lipideos a partir de amostras liofilizadas da microalga Chlorella vulgaris
foi estudada por Mendes e colaboradores®’, que foram submetidas a CO,
supercritico a temperaturas de 40 e 55 °C e pressdes de 20 e 35 MPa. Os
rendimentos de extracdo dos lipideos foram aumentados de acordo com o aumento
da pressdo. Esse método de extracdo também foi aplicado em espécies da
microalgas como a Spirulina platensis.*®

O processo de extracdo dos lipideos representa a principal limitacdo para
producédo de produtos com baixo custo (combustiveis e alimentos) e aos co-produtos

de valor mais elevado como (B-caroteno, polissacarideos).

2.5 Perfil graxo das microalgas

Conforme Huang e colaboradores®, para que um triacliglicerol seja

sintetizado pelas microalgas é necessario que ocorra a formacao de acetil coenzima
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A (acetil - CoA) no citoplasma da célula, seguida da elongacdo e dessaturacdo do
carbono da cadeia de acidos graxos e, por fim, a biossintese de triacilglicerdis.
No esquema 1, é possivel visualizar as reacfes envolvidas na sintese de

triacilglicerais.
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Esquema 1 - Reagdes envolvidas na biossintese de triacilglicerois em microalgas23

Neste processo quimico, o primeiro passo é a reacao da hidroxila da molécula
do L-a-fosfoglicerol com o acetil-CoA, produzindo o &cido lisofosfatidico. E
importante ressaltar que ambas as reacdes séo catalisadas pela enzima Fosfato
glicerol aciltransferase. Em seguida, o acido lisofosfatidico reage com a segunda
molécula de acetil-CoA e forma o acido fosfatidico, o qual € hidrolisado para produzir
o diglicerideo. Por fim, a molécula de diglicerideo se combina com a terceira

molécula de acetil-CoA e completa-se, assim, a sintese de triglicerideo. %
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A composicdo dos &cidos graxos nas microalgas varia de espécie para
espécie, diferindo e na composicdo do conteuddo de &cidos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados.

E possivel observar uma grande variacdo na composicdo dos &acidos graxos
presentes no 6leo das microalgas, sendo constituido essencialmente de acidos
graxos insaturados como o palmitoleico, oleico, linoléico e linolénico. No entanto, por
acidos graxos saturados como o palmitico e o estearico, também sdo encontrados
em pequena quantidade. ” A quantidade de &cidos graxos saturados nas microalgas
esta, em geral, situada entre 13,6-58,9% da soma de todos os &cidos graxos. Entre
0s &cidos graxos saturados ocorre uma predominancia de palmitico, variando entre
2,9 - 63%, como por exemplo, na espécie Spirulina, que tem 25,8-63 % desse acido.
O &cido miristico (C 14:0) predomina em certas espécies da classe
Prymnesiophiciae e Bacillariophtceae contendo entre 20 — 3,7 %. Em muitas
espécies, a quantidade de &cido estearico constitui entre 0.1 — 16,3 % e 0 acido
laurico (C 12:0), entre 0,1 — 8,6%.** Nas microalgas Thalassionema nitzscioides e
Thalassiothrix heteromorpha o acido laurico predomina com uma quantidade entre
23,3 - 28,9% enquanto que a quantidade de &cido palmitico esta entre 6,6 - 29%.
Acidos graxos como C15:0 e C17:0 estdo presentes em menores quantidades 1 -
2% 0 C24:0 é raramente observado.*

Acidos graxos monoinsaturados ligacdo estdo nas microalgas entre 2,1 —
46,1%. acido palmitoleico C 16:1 w-7 seu contetdo varia entre 0.5 — 44,8% na soma
total dos acidos graxos e sdo dominantes em Bacillariophyceae, Prasinophyceae e
Prymnesiophyceae.** O &acidos C16:1 w-9 constituem 0,1 — 30,1% da soma total
dos acidos graxos na microalga Phaeodactylum tricornutum (Bacillariophyceae). Em
microalgas da classe Chlorophyceae (algas verdes),existe uma ampla variedade de
4cidos graxos com 16 e 18 carbonos (saturados e insaturados).” A classe
Chlorophycea geralmente apresenta uma composi¢cdo de acidos graxos similares
aguelas encontradas em vegetais superiores e fungos e em algumas espécies dessa
classe foi encontrada uma alta concentracgéo de C20:5.%°

A classe Chlorophyceae tem uma enzima ativa, a estearil-CoA desaturase,
gue faz com que os niveis de acidos graxos insaturados C18 sejam maiores nestas

espécies.®® O contelido de acido oléico C18:1 w-9 varia entre 0,1% a 35,5%. Dentre
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os acidos graxos que apresentam duplas ligacbes nas espécies de microalgas, 0
acido linolénico C18: 2 w-6 esta presente em diferentes espécies num teor entre 0,1
— 24,3%. Para muitas espécies de microalgas o acido linolénico € o acido triénico
dominante.

A biossintese de C18 ocorre de duas formas: uma delas leva a formacgéo de
a-linolénico C18:3 w-3 e outra via leva a formacéo de y-linolénico C18:3 w-6.** A
sintese de alfa linolénico ocorre em particular em todas as cianobactérias com
excecdo da Spirulina platensis, em certos fungos e vegetais superiores enquanto
gue a sintese de gama-linolénico ocorre principalmente em animais.

De acordo Petkov e colaboradores®, a composicdo dos &cidos graxos de
Chlorella pyrenoidosa (Tabela 10) podem sofrer variacbes a partir de diferentes
modos de cultivo: fototréfico, fototréfico sem adicdo de nitrogénio e
heterotréfico.Sendo possivel observar a grande quantidade de acidos graxos

poliinsaturados, caracteristico em espécies de microalgas.

Tabela 10 — Acidos graxos da Chlorella pyrenoidosa sob diferentes formas de cultivo®
Acidos

Fototréfico  Fototréfico sem adicdo de N Heterotroéfico

graxos

C14:0 0,5+0,2 0,4+0,2 1+0,5
C16:0 22+ 4 25+ 2 22+ 6
c16:1 "’ 2+0,5 2.1+0,5 5+2
C16:1° 1+0,5 0.4+0,2 2+1
C16:2 7+ 2 9+2 7+3
C16:3 14 + 4 9+3 8+3
C18:0 . 0,8+0,4 1,1+ 0,4 4+2
C18:1 5+ 2 8+25 6+2
C18:1 1.5+0,7 1,4 +0,2 4+2
C18:2 18+ 1,5 27+ 2 21+ 4
C18:3 27+ 3 17 +2 18+2

Dentre os PUFAs das microalgas os acidos linoléico e linolénico séo
predominantes em quase todas as espécies. ** A quantidade de &cido linoléico é
principalmente alta em espécies como Spirulina platensis (Cyanophyceae),
Tetraselmis suecica (Prasinophyceae), Nannochloris atomus, Chlorophyceae

(Chlorella e Dunaliella), e Porphyridium cruentum (Bangiophyceae).**
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A utilizacdo de microalgas pode ser uma alternativa para obtencdo de acidos
graxos para o consumo humano, visto que as microalgas séo grandes produtoras de

w-3.%2

2.6 Potencialidade das microalgas para producédo de biodiesel

O biodiesel € uma mistura de monoalquil ésteres de cadeia longa derivado de
matérias-primas renovaveis, como 6leos vegetais e gorduras animais.’® Para
producdo desse biocombustivel s&o utilizados alguns processos como
transesterificacdo, esterificacdo e craqueamento ou pirdlise, sendo o processo de
transesterificacédo ou alcéolise o mais utilizado.®*

A transesterificacdo é a reacdo entre um Oleo vegetal com um &lcool de
cadeia curta como metanol e etanol para formar monoésteres e glicerol. Esta reacao
€ reversivel e um excesso de alcool é usado para deslocar o equilibrio para o lado
dos produtos. Estequiometricamente, a reacéo de transesterificacdo requer 3 mol de
alcool para cada mol de triglicerideo para produzir 1 mol de glicerol e 3 de ésteres.
Industrialmente, por se tratar de processo reversivel sdo utilizados pelo menos 6
mols para cada 1 mol de triglicerideo. Para que a reacdo de fato aconteca, o
primeiro passo € a conversdo dos triacilgliceréis a diglicerideos, em seguida, a
conversdo de diglicerideos a monoglicerideos e, por fim, monoglicerideos se
convertem em monoésteres alquilicos e glicerol. **

Dentre os vérios tipos de catalisadores estudados para a reacdo de
transesterificagcdo, os mais tradicionais séo as bases e acidos de Brgnsted, sendo os
principais exemplos os hidroxidos e alcéxidos de metais alcalinos e os acidos
sulfdrico, fosférico, cloridrico e organossulfénicos.®

E reconhecido na literatura que a catélise basica tem problemas operacionais
guando o Oleo vegetal apresenta altos teores de &cidos graxos livre, pois séo
formados sabfes que, além de consumirem parte do catalisador durante sua
formacdo, acabam gerando emulsGes e dificultando a separacdo dos produtos

(ésteres e glicerina) no final da reagcdo. O mesmo ocorre quando existe quantidade
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consideravel de agua no meio reacional. Este contaminante leva a formacédo de
acidos graxos pela hidrélise dos ésteres presentes. ®
Em geral, bases como os hidréoxidos de sodio e de potassio sdo as mais
utilizadas como catalisadores em uma concentracdo de 1 % em relagdo a massa do
6leo. ® Considerando o alto indice de &cidos graxos livres presentes no 6leo das
microalgas, a catélise basica néo é indicada para o processo de transesterificacéo.?
A esterificagcdo também é utilizada para producdo de biodiesel e consiste na
reacdo entre os acidos graxos, encontrados nos Oleos vegetais, com metanol ou
etanol para formar ésteres metilicos ou etilicos, respectivamente, e agua.
Geralmente, a reacdo de esterificacao é catalisada por acidos inorganicos como o
acido sulfurico. A reacado € reversivel e o acido catalisa tanto a reacdo direta (a
esterificacdo) como a reacao inversa (a hidrélise do éster). Assim, para deslocar o
equilibrio em favor dos produtos, podem-se utilizar dois métodos: remocao de um
dos produtos, preferencialmente a agua, ou utilizar um excesso de um dos
reagentes, como o alcool. ®°
O processo de craqueamento ou pirdlise de oleos e gorduras ocorre em
temperaturas acima de 350 °C, na presenca ou auséncia de catalisador. Nesta
reacdo, a quebra das moléculas dos triacilgliceréis leva a formagdo de uma mistura
de hidrocarbonetos e compostos oxigenados, lineares ou ciclicos, tais como alcanos,
alcenos, cetonas, acidos carboxilicos e aldeidos, além de mondxido e dioxido de
carbono e agua. E interessante salientar que o tamanho e grau de insaturacéo dos
compostos organicos obtidos dependem do esqueleto de carbono dos triacilgliceroéis
e de reacdes consecutivas dos produtos formados. ®
Microalgas podem ser usadas para obtencdo de energia de diferentes formas
como, por exemplo, podem produzir biogases®’ sobre condicdes especiais de

crescimento, a biomassa de microalgas pode ser queimada (pirdlise)®®°

para gerar
calor, pode ser fermentada para obtencdo de é&lcool etilico’ e também podem ser
utilizadas para producéo de biodiesel?***"*. Os 6leos oriundos das microalgas sdo
transesterificados para produzir o biodiesel?*® ",

Existem algumas diferencas que podem ocorrer em relagdo ao Oleo de
microalgas. Uma delas esta no fato de que, estas produzem muitos compostos poli-

insaturados, o que leva a diminuicdo da estabilidade do biodiesel produzido. 28
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A producdo de biodiesel a partir de microalgas foram demonstradas na
literatura primeiramente a partir de rotas convencionais®***"? | que envolvem a
extracdo dos lipideos seguidos pela reacéo de transesterificacao.

Recentemente Sun e colaboradores’, realizaram a reacdo de
transesterificacdo in situ do Oleo de microalgas através de diferentes condi¢cdes
reacionais. Foram consideradas as seguintes condicbes no estudo, volume de
metanol utilizado (20, 40, 60, 80 €100 mL), temperatura (23, 30, 60 e 90°C), tempo
de reacdo (1-12 horas) sob agitacdo (sem agitacdo, agitacdo na primeira hora,
agitacdo com intervalos de 1 hora e agitacdo constante de 500 rpm ) juntamente
com 15g de biomassa. A partir das condicbes descritas acima foram verificadas o
teor de 92% de conversao a ésteres graxos, sendo este valor obtido na presenca de
60 mL de metanol, 60°C durante 1 hora e agitacdo constante. Neste mesmo trabalho
foi observado que a umidade afetou o processo negativamente, sendo que o valor
limite para inibir a reacdo foi acima de 31,7% (base seca). Da mesma forma
chegando a 81,7% com 0,7 % (base seca) de umidade.

Outros exemplos de producdo de biodiesel de microalgas obtidos de forma
convencional sdo mostrados na literatura, Wu e colaboradores®, realizaram a
transesterificacdo do 6leo de microalga sob a combinacdo de 56:1(metanol/6leo) a
temperatura de 30°C, 4 horas de reacdo e 100 % de catalisador acido H,SO, sob a
massa inicial de lipideos. Nessas condi¢cbes ocorreu a reducéo do indice se acidez
inicial de 8,92 mg de KOH/g para 0,374 mg de KOH/g.

No inicio da década de noventa Nagle e Lemke’?, utilizaram dois tipos de
catalisadores (HCI e NaOH) para a conversao do 6leo de microalgas em biodiesel,
estes autores mostraram que 0 uso de catalisadores acidos para producdo de
ésteres metilicos a partir de microalgas resultou em maiores rendimentos do quando
na presenca catalisadores basicos sobre as mesmas condi¢des. A influéncia da
concentracdo do catalisador, tempo e temperatura da transesterificacdo também
foram investigadas utilizando as seguintes condicées HCI (0,6 M) em metanol por 1
hora a 70°C.”? Foram obtidos neste experimento 68 % de converséo dos lipideos
em ésteres metilicos sob essas condigdes.

Na tabela 11 sdo apresentados alguns dados relacionando as propriedades

encontradas no biodiesel de microalgas x diesel.
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Tabelgzll — Comparacao das propriedades do diesel com o biodiesel de microalgas e com o padréo
ATSM

Propriedades B.'Od'ESEI Diesel Norma
de microalgas ATSM
Densidade(Kg/l) 0,864 0,838 0,86-0,9
Viscosidade (mm?/s, cSt a 40°C) 5,2 1,9-4,1 3,5-5,0
Ponto de fulgor ( °C) 115 75 min 100
Ponto de solidificagcéo (°C) -12 -50-10 -
. o verao max.
Ponto de névoa (°C) -11 -3,0 (max. -6) 0:inverno <-15
indice de acidez (mg KOH/qg) 0,374 max.0,5 -
Poder calorifico (MJ/KQ) 41 40-45 -
Proporcéo de H/C 1,81 1,81 -

Houssain e colaboradores®® estudaram a producdo de biodiesel a partir de
duas espécies de microalgas Oedigonium e Spirogyra usando 0,25g de hidroxido de
sédio como catalisador e 24 mL de metanol durante 20 minutos obtendo uma
conversdo de 90 % do 6leo em biodiesel.

De acordo com Seker e colaboradores’?, estes autores utilizaram a microalga
Nannochloropsis oculata para obtencdo de biodiesel na presenca de catalisadores
heterogéneos como o CaO e MgO suportado em Al,O3 sob as seguintes condic¢des:
50°C, 2 % de catalisador(em relagdo a massa do 6leo), propor¢cdo molar de 6:1 e
30:1 durante 4 horas obtendo uma conversao de 97,5 % de ésteres metilicos na
presenca de CaO suportado em Al,Os.

Segundo Wen e Johnson” um estudo foi realizado sobre a transesterificacéo
da microalga Schizochytrium limacinum sendo primeiramente realizada a extracao
dos lipideos seguida da transesterificacéo e transesterificacédo direta da biomassa de
microalgas. Os testes foram realizados utilizando diferentes solventes extratores nos
dois processos: cloroformio, hexano e éter de petroleo. Para ambos os
procedimentos foram utilizadas as mesmas condi¢des reacionais 3,4 mL de metanol,
0,6 mL de H,SO, durante 40 minutos de reacdo a 90°C. O procedimento de
extracdo-tranesterificacdo resultou em 82,6% de ésteres graxos, quando nenhum
solvente foi usado na transesterificacdo direta, entretanto, o rendimento do biodiesel
foi muito baixo (12,7%), indicando que o solvente extrator foi essencial para

obtencéo dos ésteres.
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A partir de uma parceria da CENPES/PETROBRAS-FURG/FAURG, estudos
preliminares realizados pelo grupo de pesquisa Laboratério Kolbe de Sintese
Organica indicaram resultados positivos para a producao de biodiesel de a partir da

Chlorella pyrenoidosa, utilizando 3 % de H,SO, e 30:1 metanol:4cido graxo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e O objetivo deste trabalho foi investigar diferentes métodos para extracdo dos

lipideos e o perfil graxo da Chlorella pyrenoidosa visando a producédo de FAAEs.

3.2 Objetivos especificos

e Estudar os fatores que mais influenciam na extracéo dos lipideos tais como:
uso de diferentes solventes, tempo de extracdo e a utilizacdo de sistemas como o
Soxhlet, ultrassom e agitagdo magnética.

e Determinar o teor de lipideos da Chlorella pyrenoidosa

e Determinar o perfil graxo das fracbes lipidicas extraidas da Chlorella
pyrenoidosa.

e Determinar os indices oleoquimicos (Il, IS, MM) das fracdes lipidicas
extraidas da Chlorella pyrenoidosa.

e Produzir FAAEs a partir da fracao lipidica da Chlorella pyrenoidosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos

A microalga Chlorella pyrenoidosa foi obtida comercialmente através da
Galena® (Campinas-SP, Brasil) o laudo emitido pela empresa apresentou
composicdo de 61,3% de proteinas, 21,0% de carboidratos, 2,3% de clorofila e
granulometria de 120 mesh.

Para as extragdes, a amostra foi conservada em congelador a -5°C em
recipiente protegido da luz. A microalga foi previamente seca em estufa a 60°C até
peso constante.

Para as extracoes, todos os solventes utilizados foram da marca Synth® e de
grau P.A. A placa aquecedora e agitadora utilizada nestes procedimentos foi da
marca Fisatom® modelo 501 e o equipamento de banho de ultrassom da marca
Quimis® modelo USC-1400/40 kHz.

A analise do perfil graxo foi realizada em um equipamento GC-2010
Shimadzu® equipado com injetor split/splitless e detector por ionizacdo de chama
(FID). As andlises de espectrometria de infravermelho foram realizadas em um
equipamento da marca Shimadzu®-IR PRESTIGE-21. Os espectros foram obtidos na
faixa de 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 1 cm™ usando 64 varreduras por
espectro. As andlises foram lidas utilizando células de NaCl quando liquidas ou por
refletdncia difusa quando sdlidas As analises espectroscopicas no RMN foram
realizadas em um equipamento Varian MR-400 9,40 T de campo magnético
(CENPES/PETROBRAS) utilizando a concentracdo de aproximadamente 40% (para
13C) e de 6% (para 'H) em solucdo de CDCl; Os espectros foram gerados na

temperatura ambiente em tubo de 5 mm.
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4.2 Métodos

4.2.1 Cromatografia de fase gasosa

A analise do perfil graxo foi realizada nas seguintes condicdes: Injetor: SPL,
250 °C, injecdo split 1:50, modo de velocidade linear, vazdo 1 mL/min, volume de
inje¢éo 1 pL; Coluna: Rtx-wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); temperatura do Forno:
200 °C, com tempo total de analise de 30 min, Temperatura do Detector, 260 °C. A
identificacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacdo com o tempo de
retencdo de padrdes. Foram utilizadas padrdes individuais de acidos graxos
saturados, do C6:0 ao C24:0, na forma de ésteres metilicos. Também foi utilizada a
mistura padréo de ésteres metilicos de PUFA n° 1, de fonte marinha, e n° 3, de dleo

de Savelha, todos da Supelco.

4.2.2 Determinacédo da estabilidade oxidativa

As analises pelo rancimat foram realizadas pelo CENPES/PETROBRAS
utilizando uma massa de aproximadamente 3,0 g de amostra, atmosfera de oxigénio
puro a 10 L h™ & temperatura de 110° C, seguindo a metodologia EN 14112
estabelecida pela Resolucdo ANP 42 de 24/11/2004.

4.2.3. Determinacao do teor de éster

As amostras foram analisadas apoOs tratamento com hexano, analisada por
Cromatografia Gasosa (GC). O cromatdgrafo utilizado foi o GC-2014 Shimadzu®
com injetor split/splitless com deteccéo por ionizacdo em chama (FID) e coluna Rtx-
wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek). As condicbes de analise foram feitas de
acordo com a DIN EN14103.
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4.2.4 Andlise estatistica

O extrato lipidico a partir dos diferentes métodos foi comparado de acordo
com o solvente usando o software Estatistica® ANOVA, Tukey test. O nivel se

diferenca significante foi de P <0.05.

4.2.5 Método AM; - Extracdo dos lipideos com agitacdo magnética

Em um tubo de ensaio foram adicionadas 1 g de amostra juntamente a 6 mL
de solvente, cloroformio:metanol (2:1 v/v), cloroférmio, metanol, etanol ou hexano,
deixando-se sob agitacdo magnética na velocidade de 700 rpm durante o tempo de
20 minutos na temperatura ambiente. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a
2000 rpm durante 5 minutos. A fase organica foi cuidadosamente recolhida com uma
pipeta de Pasteur e o solvente evaporado em evaporador rotatério sob presséo
reduzida. Foram adicionados a biomassa resultante mais 6 mL de solvente e o
procedimento foi repetido por mais 1 vez. A fragdo lipidica foi seca até peso

constante em estufa a 60°C. O método de extracdo AM; foi realizado em triplicatas.

4.2.6 Métodos AM,, AM3 e AM, - Extracdo dos lipideos com agitacdo magnética

Em um tubo de ensaio foram adicionadas 1 g de amostra juntamente a 6 mL
de solvente cloroférmio:metanol (2:1 v/v), cloroférmio, metanol, etanol ou hexano,
deixando-se sob agitacdo magnética a velocidade de 700 rpm durante o tempo de
20, 120 e 1440 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente a amostra foi
centrifugada a 2000 rpm durante 5 minutos. A fase organica foi cuidadosamente
recolhida com uma pipeta de Pasteur e evaporada sob presséo reduzida. A fragéo
lipidica foi seca até peso constante em estufa a 60°C. Os métodos de extracdo AM,,

AM3; e AM, foram realizados em triplicatas.
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4.2.7 Método US; - Extracdo dos lipideos com ultrassom

Em um tubo de ensaio foram adicionadas 1 g de biomassa juntamente com 6
mL de solvente cloroférmio:metanol (2:1 v/v), cloroférmio, metanol, etanol ou
hexano, sob ac&o do banho de ultrassom (40 kHz) durante o tempo de 20 minutos
na temperatura ambiente (20°C). Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 2000
rom durante 5 minutos. A fase organica foi cuidadosamente recolhida com uma
pipeta de Pasteur e evaporada sob pressdo reduzida. Foi adicionado a mesma
biomassa mais 6 mL de solvente e o procedimento foi repetido por mais 1 vez. A
fracao lipidica foi seca até peso constante em estufa a 60°C. O método de extracéo

US; foi realizado em triplicatas.

4.2.8 Método US; e US; - Extracao dos lipideos com ultrassom

Em um tubo de ensaio foram adicionadas 1 g de biomassa juntamente com 6
mL de solvente cloroférmio:metanol (2:1 v/v) ou cloroférmio ou metanol ou etanol ou
hexano, sob ac&o do banho de ultrassom durante os tempos de 20 e 120 minutos a
temperatura ambiente (20°C). Posteriormente a amostra foi centrifugada a 2000
RPM durante 5 minutos. A fase orgéanica cuidadosamente foi recolhida com uma
pipeta de Pasteur e evaporada sob pressédo reduzida. A fracéo lipidica foi seca até
peso constante em estufa a 60°C. Os métodos de extracdo US, e US3 foram

realizados em triplicatas.

4.2.9 Método S - Extracdo dos lipideos com soxhlet

Em um cartucho de celulose foram pesados 1,5 g de biomassa seca, a
amostra foi coberta com algodao levemente umedecido com solvente. A extracao foi
realizada durante o periodo de 4 horas em aparelho de soxhlet na presenca de 150
mL dos solventes cloroformio:metanol (2:1 v/v), metanol, cloroférmio, etanol ou
hexano. A temperatura foi mantida constante no aparelho extrator, dentro da faixa de

ebulicdo de cada um dos solventes. Durante este periodo, foram observadas entre
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8-10 sifonagens do solvente por hora na camara de extracdo. ApOs a extragdo, o
solvente foi evaporado em evaporador rotatorio sob pressédo reduzida e a fracao

lipidica foi seca até peso constante em estufa a 60°C.

4.2.10 Derivatizacao dos acidos graxos

A derivatizacdo dos acidos graxos foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Metcalfe e colaboradores’®, no qual a amostra contendo 300 mg de
lipideos foi colocada em um tubo de ensaio, sendo adicionada & mistura 3 mL de
trifluoreto de boro em metano (20% de metano)l. A mistura foi aquecida em banho-
maria a 70°C por 20 minutos. Para recuperacao dos ésteres, a mistura foi lavada em
um funil de separag¢do com 15 mL de hexano e 20 mL de agua destilada. O funil foi
agitado vigorosamente e as fases organica e aquosa foram separadas. A fase
aquosa foi drenada e descartada. A fase organica contendo os ésteres foi drenada e

o solvente foi evaporado em evaporador rotativo a 50 °C.

4.2.11 Célculo das caracteristicas moleculares médias dos acidos graxos

As caracteristicas moleculares médias dos acidos graxos foram calculadas
segundo Morén-Villarreyes®, de acordo com a regra de Kay, para determinacéo das
propriedades médias dos acidos graxos que a partir do perfil cromatogréafico dos
lipideos microalgais. Para obtencdo desses valores foram utilizadas as seguintes

expressoes:

MMAG = 100
> 7
M;

onde: MM,g: Massa molar do acido graxo

Z;i . Percentagem do acido graxo
M;. Massa molar do respectivo triglicerideo
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MM = 1658316,92
IS

De posse da caracterizacdo oleoquimica (IS e Il) podem ser estimadas as

caracteristicas médias dos acidos graxos através das seguintes expressdes abaixo:

- 3999,95 + 0,318l

3185
IS

| = 2,210l
IS

M=14,026n-2,0161+ 31,999

Onde: n: Namero médio de carbonos nos &cidos graxos de um 6éleo (triglicerideo):
I: Numero médio de insaturacdes presentes em cada acido graxo:
M: Massa molecular média do acido graxo

4.2.12 Reacao de producéo de FAAEs

Em um béquer de 600 mL foram adicionadas 100 g de microalgas juntamente
com 300 mL de solvente, cloroférmio:metanol 2:1 (v/v), metanol ou etanol, deixando-
se sob agitacdo magnética durante 2 horas (método AM3). A amostra foi filtrada, a
fase organica foi evaporada sob pressao reduzida e seca em estufa a 60°C até peso
constante.

Depois de extraidos os lipideos, a reacgéo foi realizada utilizando a propor¢ao
molar de alcool:acido graxo (acido linolénico) de 30:1 e H,SO, como catalisador
acido a 3% em relacdo a massa de lipideos, sob a temperatura de 60°C durante 4
horas e sob agitacdo constante. Os volumes de alcool e catalisador utilizados nas

reacOes estao listados na tabela 12.
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Tabela 12 — Volumes de alcool e catalisador utilizado nas rea¢6es de obten¢ao de FAAES.

Entrada Massa de Volume de Volume de
lipideos Alcool alcool H,SO,

(@) (mL) (mL)

1 20,92 CH3;OH 72,08 0,66

2 22,13 CH3;OH 75,91 0,75

3 19,92 CH3;OH 68,24 0,62

4 20,51 CH3OH 70,16 0,64

5 19,90 CH3;OH 68,24 0,62

6 15,70 CH3;OH 53,87 0,50

7 7,00 C,HsOH 34,56 0,22

Foram utilizados na reacédo alcool etilico e metilico para a sintese do biodiesel
sob as mesmas condicbes. Para o acompanhamento da reacdo utilizou-se a
cromatografia em camada delgada (CCD) com o eluente: hexano e éter, na
proporcao de 9:1. Apds, foram adicionados 200 mL de hexano ao bruto reacional
mantendo-se a mistura sob agitacdo magnética (700 rpm) durante 2 horas na
temperatura ambiente. A amostra foi filtrada em funil e papel filtro. A fase organica
foi recolhida em um baldo de 250 mL e posteriormente evaporada em evaporador
rotatorio.

Depois de separado o biodiesel foi purificado através de uma coluna
cromatografica empacotada com 150 g de silica e hexano como eluente. As eluicdes
foram inicialmente com hexano puro, mas houve dificuldade na remocao dos éteres
da fase estacionaria. Posteriormente, a polaridade do eluente foi aumentada

utilizando 5 % acetato de etila em hexano.

38



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracédo de lipideos

A Chlorella pyrenoidosa foi adquirida comercialmente a partir da empresa
Galena® e a biomassa foi seca em estufa & temperatura de 60°C até peso constante.
Posteriormente, apds investigou-se a extracdo dos lipideos da Chlorella
pyrenoidosa, avaliando o tipo de solvente o tempo de extracdo a quantidade de
solvente, toxidade do solvente e o sistema de extracéo.

Em nosso trabalho, a extragédo dos lipideos foi realizada utilizando solventes
com diferentes polaridades, cloroféormio, hexano, etanol, metanol e a mistura de
cloroférmio:metanol (2:1 v/v, Bligh & Dyer), a fim de definir qual o mais apropriado
para extracdo dos lipideos. Neste estudo, também foi investigada a composicao dos
acidos graxos presentes em cada extrato.

O hexano foi escolhido por ser um solvente amplamente utilizado na industria
quimica para extracdo de 6leo, segundo o método IUPAC 1.122. . O hexano é tido
como solvente ideal para esta extragdo por ser um solvente apolar.

O metanol e o etanol também foram escolhidos como solventes, pois estes
seriam vantajosos por simplificarem os processos de extracdo e sintese de
biodiesel. O etanol € oriundo de uma fonte renovavel, é amplamente usado na
indastria e tem o Brasil o segundo maior produtor mundial, ja o metanol é um
solvente toxico, sendo produzido na sua maior parte a partir do petréleo.

A mistura cloroférmio:metanol (2:1 v/v) ja foi amplamente utilizada na
literatura para extracdo de lipideos de diferentes matérias-primas, apesar da
toxicidade dos solventes. Este método de extracdo foi desenvolvido por Bligh &
Dyer® e para fins de comparac&o foi utilizado como referéncia em nosso trabalho. O
cloroférmio foi também testado para verificar o poder individual de extragdo de cada
solvente, comparado com o metanol e com a mistura cloroférmio:metanol (2:1 v/v).
Cabe salientar, que a utilizacdo de cloroformio como solvente apresentaria uma

desvantagem se aplicado em larga escala, devido a sua toxicidade.
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Os métodos de extracdo foram realizados em diferentes tempos e sob
agitacdo magnética, banho de ultrassom e soxhlet (Tabela 13). Foram realizadas

também triplicatas para todos os procedimentos de extracao.

Tabela 13 — Métodos e solventes utilizados para extracdo dos lipideos

) Tempo
Método Solventes _
(min.)
AM; 3x20
AM; 20
CHCl3: CH30H (2:1 viv)
AM3 120
CHCl3
AM, 1440
CH3;0OH
us; 3x20
C,HsOH
us; 20
CeH14
US3 120
S 240

K°= Kgltagao magnetica, Ug= Ean”o He ultrassom, g= 5oxhlet

Inicialmente as extragBes foram realizadas utilizando agitacdo magnética,
métodos AM;-AM,. O banho ultrassom, métodos US;-US3z, foram utilizados para o
rompimento da parede celular, visto que com o uso dessa técnica em muitos
trabalhos encontrados na literatura foi observado um aumento significativo no teor
dos lipideos de microalgas. O soxhlet (método S) foi comparado com 0s outros
sistemas, pois é 0 método que AOCS recomenda para extracdo de 6leo. "

Nos métodos AM; e US; foi utilizado o protocolo de Zhu e colaboradores *, A
amostra foi extraida durante 20 minutos na presenca de 6 mL de solvente,
posteriormente, a amostra foi centrifugada e o solvente da fase organica, contendo
os lipideos, foi decantado e depois evaporado sob pressao reduzida. Apds, foi
adicionado a mesma biomassa mais 6 mL de solvente e o procedimento foi e
repetido por mais 1 vez. O método AM, foi baseado em Eganathan e
colaboradores’’ e utilizou o tempo de 1440 minutos para extracdo de lipideos. A

partir das variaveis propostas para a extracdo dos lipideos da microalga Chlorella
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pyrenoidosa foram verificados se o teor de lipideos e o perfil graxo sofreriam
modificacbes de acordo com os diferentes métodos. No esquema 2 Ssao
demonstrados os processos utilizados para extracao dos lipideos e identificacdo dos

acidos graxos.

1 g de biomassa seca
+

6 ml de solvente

Banho de Ultrassom CHCls: CH;0H (2:1 viv)
Agitacédo Magnética > | < CC:g'f_'
3
Soxhlet C,H.OH
CeHua
Extracéo
% LIPIDEOS | € — > Farelo
(Biomassa residual)
15 mL de H,0
L, | «— 3 mLdeBF3/CH;0OH
20 mL de CgHys i
Perfil Graxo

Esquema 2 - Sequéncia de procedimentos utilizados para extracéo dos lipideos.

5.2 Determinacao do teor de lipideos
A Tabela 14 mostra o teor de lipideos obtidos utilizando os métodos de
extracdo, AM, US e S, na presenca de diferentes solventes tempos de extracao.

Os maiores rendimentos de lipideos foram observados com o uso de
cloroférmio:metanol (2:1 v/v), tanto utilizando banho de ultrassom como agitacéo
magnética. Estes resultados podem ser explicados pelo uso de uma mistura de

solventes que ja foi muito utilizada na literatura para determinacéo de lipideos totais
41



de diferentes microalgas. Esta mistura de solventes € adequada tanto extragdo de

lipideos neutros quanto para extracéo de lipideos polares (Tabela 14).

Tabela 14 — Teor lipidico da Chlorella pyrenoidosa utilizando os diferentes métodos e solventes

CHCl3:CH30H
étoda 21 () CH3OH C,HsOH CHCl; CeHi1a
lipideos extraidos, %

AM, 19,74 (+0,35) 17,59 (+0,2) 10,54 (+1,03) 10,06 (+0,57) 2,26 (+0,29)
AM, 9,53 (+1,42) 9,98 (+0,91) 5,68 (+0,43) 7,33 (+0,76) 2,92 (+0,31)
AM; 20,16 (+1,01) 8,31 (+0,29) 7,25 (+0,24) 9,08 (+0,7) 1,66 (+0,19)
AM, 20,92 (+0,72) 11,33 (+2,07) 10,66 (+0,18) 7,20 (+0,9) 3,70 (+0,11)
US, 19,43 (+0,29) 17,17 (+1,36) 5,21 (+0,3) 9,34 (+1,49) 1,09 (+0,11)
us, 12,29 (+1,53) 4,02 (+0,57) 1,96 (+0,27) 7,54 (+0,41) 0,37 (+0,41)
US; 13,46 (+0,25) 8,77 (¢1,43) 6,77 (x0,17) 7,71 (+1,63) 0,85 (x0,03)

S 13,11(+0,78) 10,76(+1,01) 19,01(+1,04) 16,2(+0,33) 1,55(0,43)

De acordo com melhor resultado na presenca de cloroférmio:metanol (2:1
v/v) com o uso do método AM, foram obtidos 20,92 %. Este resultado representou
os lipideos totais extraidos e foi comparado aos percentuais de eficiéncia de
extracdo para cada método e solvente em relacdo a este método (Figura 5). A
guantidade de lipideos obtidos com os métodos AM;, AM,, AM, e US; na presenca
da mistura cloroférmio:metanol (2:1 v/v) também foi semelhante e ficou de acordo
com os resultados encontrados na literatura para esta mesma microalga.*

Na presenca de cloroférmio:metanol (2:1 v/v), ndo houve variagdo nos teores
lipidicos das frac@es utilizando os métodos AM; e US;, obtendo-se um teor de 19,43
— 19,74% de lipideos (Figura 5). Na extragdo com cloroférmio:metanol (2:1 v/v),
utilizando o método AM, foram extraidos apenas 9,53 % dos lipideos, metade dos
lipideos quando comparado ao método AM;. Estes resultados mostram que as duas

extracbes sucessivas, ap0s a primeira extracdo, sdo fundamentais para o

42



desengorduramento total da biomassa de microalgas. Segundo a literatura, durante

a extracdo, a velocidade do desengorduramento no come¢o € muito rapida

decrescendo com o curso do processo. *°

24 - - :
a a I CHCI;:CH,OH 2:1(vv)
22 B CH,OH b
a a __ C,HsOH
20 B cHol,
18 b WcH., |,
S b a
< 16 a
(72}
a
Q2 14 a b a
:g_ 2 b p
= 12 c b
— b I
)
5 10 a b b a
B b
o 8 a I b
= b I
6 I I b
4 ' b ¢
C C
C
2 c
:I: d C
0
AMLI  AM2 AM3 AW US1  US2  US3 S

Método

Figura 5 — Tratamento estatistico para os resultados obtidos na extracdo dos lipideos. Letras iguais
para 0 mesmo método de extracdo ndo possuem diferenca significativa mediante teste de Tukey
(P>0,05) e letras diferentes para 0 mesmo método possuem diferenga significativa mediante teste de
Tukey (P<0,05).

A extracdo com o uso de metanol foi semelhante para os métodos AM; e US;,
resultando em 17,17 e 17,59 % de lipideos, respectivamente. J4 a extragdo com
metanol e método AM, rendeu aproximadamente 11% de lipideos (Figura 5).

Quando foi utilizado método S o melhor rendimento foi observado na
presenca de etanol (16,2 %), este resultado pode ter sido ocasionado pelo aumento
da temperatura na camara de extracdo em funcéao do ponto de ebulicdo do solvente
utilizado, ja que o etanol (78,4°C), seguido de cloroformio (61,31°C) e metanol

(64,36°C) € o que apresenta maior ponto de ebulicdo (Figura 5).
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As fragcbes extraidas com etanol nos métodos AM; e AM, foram comparaveis
em seus rendimentos de lipideos (Figura 5). A extracdo com etanol seria
conveniente, pois este € derivado de uma fonte renovavel, ndo téxico, de baixo
preco em relacdo aos outros solventes e de facil aquisicdo. Entretanto, os
rendimentos foram menores. Em geral os melhores rendimentos foram obtidos em
todos os casos com uso do metanol quando comparado ao etanol. Com o aumento
da polaridade do alcool, foi observado um aumento na quantidade de lipideos
extraidos. Este resultado comprova que a grande maioria da fracdo lipidica das
microalgas é composta por lipideos polares.

Os autores Grima e colaboradores'® sugeriram que, dependendo do solvente
utilizado, a qualidade da fracdo lipidica também pode sofrer modificacbes. Por
exemplo, na presenca de metanol sdo extraidos os fosfolipideos e glicolipideos; com
etanol os sulfolipideos; com cloroférmio, hidrocarbonetos, ceras, acidos graxos e
triacilglicerdis, com hexano a fracdo apolar da massa lipidica dentre eles,
hidrocarbonetos, acidos graxos e triacilglicerais.

Com a variacao do tempo e método de extracdo para o hexano, a quantidade
de lipideos obtida ndo ultrapassou 3,7%. Para extracdo com hexano, o método AM,
foi 0 mais eficiente na extracdo do Oleo de microalgas. A quantidade obtida pelo
método S na presenca de hexano foi semelhante ao teor obtido no método AM3
(1,26 a 1,55%). Os menores resultados encontrados para as extragbes foram as
realizadas com hexano que comprovou que a quantidade de componentes lipidicos
apolares como triacilglicer6is na amostra € baixa, evidenciando que lipideos da
Chlorella pyrenoidosa estdo na forma de lipideos polares, o que também pode
observado em outras espécies de microalgas. **

De acordo com os resultados observados com os métodos AM; e AM4 na
presenca de solventes polares, ndo houve variagdo significativa na quantidade de
lipideos obtidos. No entanto, com o uso do método AMz (tempo de 2 horas),
teriamos uma economia de tempo e de energia em relacdo a extracdo com o
método AM, (tempo de 24 horas).

Na maioria dos casos, também foi observado que o uso do banho de
ultrassom (métodos US,-US3) mostrou-se menos efetivo que a agitacdo magnética

(métodos AM; - AM,) para extracdo dos lipideos dessa microalga.
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5.3 Determinagé&o do Perfil graxo

Com objetivo de identificar os principais acidos graxos das fracdes extraidas
com os diferentes métodos, as amostras de lipideos totais foram esterificadas de
acordo com Metcalfe & Schimidt’® e posteriormente analisadas e identificadas
através de cromatografia de fase gasosa.

Em geral, ndo houve diferenca entre o perfil graxo obtido das fracdes
extraidas com agitacdo magnética e ultrassom na presenca dos diferentes solventes
extratores (Figuras 6-8). A percentagem de cada &cido graxo também foi
semelhante, ndo apresentando diferengas significativas (Tabela 15).

Os principais acidos graxos identificados foram: C16:0, C18:2 e C18:3, além
de menores percentagens de C14:0, C16:1, C16:2, C16:3, C18:0, C18:1. Sob o
ponto de vista quantitavo e qualitativo ndo ocorreu variacdo no perfil graxo para a
Chlorella pyrenoidosa quando comparado com a literatura. Segundo Petkov e
Garcia® a microalga Chlorella sp. contém os mesmos &cidos graxos de outras
espécies do género. Em todos os casos, nenhum &cido graxo incomum foi
observado. Para as extracdes realizadas com os métodos AM; e US; que foram
obtidos os melhores rendimentos em teor lipidico, ndo ocorreu variacdo significativa

na composi¢cado desses acidos graxos (Figuras 10-15).
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Figura 10 — Cromatograma dos ésteres metilicos da Chlorella pyrenoidosa utilizando o método AM;
na presenca de cloroférmio: metanol (2:1 v/v). ldentificacdo: C14:0 (2,4 min), C16:0 (3,5 min), C16:1
(3,7 min), C16:2 (4,0 min), C16:3 (4,7 min), C18:0 (5,5 min), C18:1 (5,9 min), C18:2 (6,6 min), C18:3
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Figura 11 — Cromatograma dos ésteres metilicos da Chlorella pyrenoidosa utilizando o método AM;
na presencga de cloroférmio. Identificagdo: C14:0 (2,4 min), C16:0 (3,5 min), C16:1 (3,7 min), C16:2
(3,9 min), C16:3 (4,7 min), C18:0 (5,4 min), C18:1 (5,9 min), C18:2 (6,6 min), C18:3 (7,8 min).
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Figura 12 — Cromatograma dos ésteres metilicos da Chlorella pyrenoidosa utilizando o método AM;

na presenca de metanol. Identificagdo: C14:0 (2,4 min), C16:0 (3,5 min), C16:1 (3,9 min), C16:2 (4,0
min), C16:3 (4,7 min), C18:0 (5,5 min), C18:1 (5,9 min), C18:2 (6,6 min), C18:3 (7,8 min).
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Figura 13 — Cromatograma dos ésteres metilicos da Chlorella pyrenoidosa utilizando o método AM;
na presenca de etanol. Identificacdo: C14:0 (2,4 min), C16:0 (3,5 min), C16:1 (3,9 min), C16:2 (4,0
min), C16:3 (4,7 min), C18:0 (5,5 min), C18:1 (5,8 min), C18:2 (6,6 min), C18:3 (7,8 min).
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Figura 15 — Cromatograma dos ésteres metilicos da Chlorella pyrenoidosa utilizando o método AMs
na presenca de hexano. ldentificacdo: C14:0 (2,3 min), C16:0 (3,4 min), C16:1 (3,8 min), C16:2 (3,9
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min) e ndo identificados (11,1 min)
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Nas entradas 1, 7, 10, 11, 19 e 20 (Tabela 15), foi detectada a presenca do
acido esteariddnico (C18:4), comum em cultura mista de algas verdes.®

O acido graxo presente em maior quantidade foi o C18:3 (acido linolénico),
que variou entre 29,04 a 42,47%. Acidos graxos poliinsaturados da familia do w-3
sd0 muito abundantes em microalgas’®, como por exemplo, Porphyridium cruentum®
Phaeodactylum tricornutum® e Monodus subterraneus®.

A presenca do acido linoléico C18:2 foi detectada entre 15,2 e 20,04 % nas
amostras analisadas. Petkov e Garcia®' realizaram um estudo sobre a variacdo do
perfil graxo na microalga Chlorella pyrenoidosa sob diferentes condi¢gdes de cultivo,
identificaram a presenca de 18:2 entre 18 e 27 %.

Neste trabalho, também foram identificados os acidos C16:2 e C16:3 nas
mesmas proporgdes encontradas por Petkov e Garcia.® Essa quantidade de acidos
graxos poliinsaturados para C. pyrenoidosa também foi observada por outros
autores®8384,

A alta quantidade encontrada de acidos graxos poliinsaturados deve-se ao
fato de que o perfil graxo das microalgas assemelha-se aos encontrados em
organismos marinhos. Este percentual elevado de insaturacdes pode conferir ao
6leo uma maior instabilidade frente ao oxigénio.®®

O acido miristico C14:0 apresentou menor quantidade em todas as amostras
variando entre 0,45 — 1,55 %. Segundo a literatura, a percentagem de C14:0 em
microalgas de agua doce ndo ultrapassa 1 %.%

A extragdo utilizando o método US3 na presenca de hexano como solvente
apresentou maior percentagem de C16:0 e C18:0 e menor percentagem de C18:3
em relacdo aos demais métodos de extracdo. A quantidade de C18:0 foi de 9,45%,
enguanto que, nas outras fracdes, este valor ndo ultrapassou 4,58%.

Na presenca de hexano e cloroférmio:metanol (2:1 v/v) ,utilizando os métodos
AM3 (Figura 15) e US;, respectivamente, foram detectados compostos nao
identificados com os padrbes disponiveis — o que, segundo o encontrado na
literatura, pode ser atribuido até mesmo a presenca de hidrocarbonetos com alto
peso molecular, como o0s encontrados nas microalgas Botryococus Braunii e

Dunaliella tertiolecta.®®
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Tabela 15 — Perfil graxo dos lipideos da Chlorella pyrenoidosa obtido a partir de difentes métodos de extracéo e solventes

Entrada Método Solvente extrator Acidos graxos (%)

C14:0 C16:0 Cl6:1 Cl16:2 C16:3 C18:0 C18:1 Ci18:2 <(C18:3 cC18:4

1 AM; CHCls: CH3OH (2:1) 0,74 17,31 0,79 7,04 9,32 1,17 3,32 18,56 41,81 ND*
2 US; CHCls: CH3OH (2:1) 0,63 16,38 2,01 7,09 9,96 1,16 3,48 18,08 41,21 ND
3 AM3 CHCls: CH3OH (2:1) 1,55 19,69 0,79 6,91 8,53 1,23 3,64 18,34 39,31 ND
4 US3 CHCls: CH3OH (2:1) 0,49 15,93 191 5,79 7,86 1,08 3,23 15,2 36,96 2,41
5 AM CHCls 0,68 15,78 1,99 6,89 9,12 1,34 3,76 18,85 41,64 ND
6 UsS: CHCls 1,13 24,28 2,63 5,90 5,01 1,73 4,36 19,26 35,74 ND
7 AM3 CHCls3 0,92 14,96 1,64 7,25 9,97 0,91 3,43 18,23 42,47 0,25
8 USs3 CHCls3 0,67 20,26 2,31 6,99 8,29 1,83 3,36 18,34 37,97 ND
9 AM; CH30H 1,16 17,53 2,34 6,88 9,14 1,03 3,33 18,03 40,56 ND
10 US; CH30H 1,01 16,96 2,33 7,25 9,93 1,02 3,46 18,02 39,76 0,26
11 AM3 CH30H 1,06 16,18 2,12 6,52 9,42 1,32 3,41 17,22 38,86 0,23
12 USs CH30H 0,98 18,93 2,09 6,19 8,05 1,38 3,66 17,53 41,18 ND
13 AM; CoHsOH 0,75 17,32 2,39 6,91 9,12 0,99 3,61 18,02 40,91 ND
14 UsS: C2Hs0OH 1,09 18,74 2,02 6,31 7,54 4,58 4,63 19,11 36,01 ND
15 AM3 C2Hs0H 0,98 18,66 2,27 6,87 9,01 1,04 3,62 18,46 39,10 ND
16 US3 C2Hs0H 1,03 18,4 2,17 6,41 8,23 1,23 3,43 18,83 40,30 ND
17 AM1 CsHu4 0,71 17,6 1,62 6,97 7,42 1,34 4,21 19,77 37,33 3,04
18 UsS: CsHa4 1,17 16,8 1,73 6,92 8,01 1,52 4,54 20,04 39,27 ND
19 AM3 CsHa4 0,45 16,94 1,69 5,64 6,18 1,68 4,85 17,08 34,74 3,52
20 USs CeHu4 0,65 24,89 1,85 4,91 4,47 9,45 5,86 18,88 29,04 ND

*ND = nao detectado

52



4.4.Calculo dos indices oleoquimicos com base no perfil graxo obtido para Chlorella
pyrenoidosa

Visando a producdo do biodiesel é necesséria a utilizagdo de matérias primas que
satisfacam requerimentos como Vviabilidade, estabilidade e bom desempenho do
combustivel obtido. Neste sentido existem alguns indices oleoquimicos que merecem
destaque como, por exemplo, o indice de iodo (Il) e indice de saponificacdo (IS), que séo
determinados por titulacdo da amostra.

Como defini¢ao, o indice de iodo é o numero de gramas de iodo absorvido por 100g
de gordura ou Oleo; fornece medida do grau de insaturacdo das gorduras extraidas com
éter ou, ainda, medida do grau de insaturacdo dos acidos graxos presentes na gordura. A
adicdo de iodo pode ser quantitativamente introduzida nas duplas ligagbes dos acidos
graxos insaturados e triacilglicerois, razdo por que, quanto maior a insaturacdo de um acido
graxo, maior sera a sua capacidade de absorcédo de iodo e, consequentemente, maior
também seré o indice. *°

O indice de saponificacdo é definido como o nimero de (mg) de hidréxido de
potassio (KOH) necessarios para neutralizar os acidos graxos, resultantes da hidrdlise de
um grama da amostra;*® é inversamente proporcional ao peso molecular médio dos &cidos
graxos dos triacilglicerdis presentes na amostra. Quanto menor o peso molecular do acido
graxo, tanto maior serd o indice de saponificacdo, grosseiramente; para as gorduras
vegetais, quanto mais altos os indices de saponificacdo melhor servem para fins
alimentares. Estes indices sédo importantes para a classificagdo de 0leos e gorduras e para
o controle de alguns processos. Cada 0Oleo tem um intervalo caracteristico do valor dos
indices de iodo e saponificacdo (Tabela 16). &’

Para as fracdes lipidicas extraidas da microalga C. pyrenoidosa, ndo foram
realizados experimentos para determinagdo do Il e IS pois o 6leo apresentou coloragéo
verde escuro, ndo podendo sofrer titulagdo para obtencdo destes indices. Com base no
perfil graxo das fracdes extraidas com os solventes: mistura cloroformio:metanol (2:1 v/v),
cloroférmio, metanol, etanol e hexano utilizando o método US; foram realizados os calculos

de caracterizagdo oleoquimica desses lipideos. 88
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L - . 87
Tabela 16 — Caracterizag&o oleoquimica de alguns 6leos e gorduras

Oleo ou Gordura (rrlglg) (rrlzlg) (Cél/g) ?Smﬁ;
Fcirrcl)lgteeltlziideszz oo 1693 e -
Algod&o - 189-198 90 — 119 870
Mamona - 176-187 82 — 88 927
Milho - 190 103 — 140 886
Oliva - 191,4 80-106 879
Soja - 189-198 117 - 143 870
Sebo - 190-200 35 - 48 863
Frango - 196,9 68 855

* Valor obtido para Chorella sp.

Os 4&cidos graxos nao apresentaram uma grande variagdo em seu perfil,
conseglentemente ndo ocorreu uma grande variacdo nos indice oleoquimicos (Tabela 17).
Os indices de saponificacdo e iodo encontrados para os lipideos da Chlorella pyrenoidosa
pode ser comparado aos encontrados na literatura para os indices oleoquimicos presentes
nos 6leos de microalgas (para microalga do género Chlorella 1S= 189,3 mg/g e 11=154
cg/g). Os indices de iodo (177,16 - 151,54 cg/g) foram maiores do que os presentes nas
oleaginosas convencionais devido a grande quantidade de duplas ligacdes presentes nos
lipideos das microalgas. As massas molares e o numero médio de carbonos praticamente
ndo variaram, pois 0s mesmos acidos graxos foram identificados em todas as amostras
apenas, com uma pequena variagdo em suas quantidades.

Com base nos resultados da tabela 17 o maior indice de iodo foi obtido para a
amostra extraida com cloroférmio:metanol (2:1 v/v), sendo estes valores confirmados por
cromatografia, que apresentou aproximadamente 82% de acidos graxos poliinsaturados. O
menor indice de iodo foi o obtido na fracéo extraida com cloroférmio,
gue apresentou, de acordo com seu perfil graxo, 72 % de acidos graxos poliinsaturados.

A fracdo extraida com cloroférmio:metanol (2:1 v/v) apresentou o menor indice de
saponificacdo e maior massa molar que ,segundo os parametros os oleoquimicos, o indice

de saponificagdo deve ser inversamente proporcional a massa molar,
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Tabela 17 - indices oleoquimicos calculados para os lipideos da Chlorella pyrenoidosa extraidos com o
método US;

indices oleoquimicos Unidade CH(CZ:!TS/':ISOH CHCl;  CH30OH Cy;HsOH CgHyg
indice de

Saponificaco (IS) mg/g 195,65 197,64 196,17 196,47 196,42
indice de iodo (1) cglg 177,16 151,54 175,42 15528 167,73
Numero de carbonos (n) - 17,55 17,30 17,49 17,43 17,45
Ndmero —de  duplas 2,00 1,69 1,98 1,75 1,89
ligacoes ()

Massa molar do acido .. 274,08 271,19 273,33 272,88 272,95
graxo (MMag)

Massa ~ molar —do .. 822,24 813,57 819,99 818,64 818,65

Liglicerideo (MM+g)

5.5 Producao de FAEEs a partir de Chlorella pyrenoidosa

De acordo com a literatura, a transesterificacdo catalisada por bases € muito mais
rapida que a catalisada por acidos. Porém, apesar do processo catalisado por bases ser
mais rapido, a presenca de acidos graxos livres no meio reacional pode diminuir o
rendimento de formac&o do biodiesel. ®

Segundo os estudos de Wu e Miao®? a catélise basica néo é indicada para a reacéo
com 6leo de microalgas devido ao alto indice de acidez presente.

Em nosso trabalho néo foi possivel determinar experimentalmente o indice de acidez
devido a coloracao verde escura do 6leo da microalga, e por este motivo a catélise basica
nao foi utilizada.

O acido sulfurico foi o catalisador utilizado na sintese dos FAAEs a partir da
Chlorella pyrenoidosa, afim de que ocorresse a esterificagdo dos &cidos graxos e a
transesterificacao dos triacilglicer6is ao mesmo tempo, convertendo-os a ésteres.

Partindo de aproximadamente 100g de biomassa seca e 300 mL de solvente, foram
realizadas as extragfes dos lipideos utilizando o método AM3 na presencga dos solventes
extratores, cloroformio:metanol (2:1 v/v), metanol e etanol (Tabela 18). A quantidade de

lipideos variou entre 7,01 - 22,13g.
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Tabela 18 — Rendimentos de extracéo dos lipideos da Chlorella pyrenoidosa

Entrada Biomassa Solvente Lipideos
(9) Extrator Extraidos (Q)
1 108,00 CHCI3: CH3OH (2:1 viv) 20,92
2 108,69 CHCl3: CH30H (2:1 viv) 22,13
3 100,92 CHCI3: CH30H (2:1 viv) 19,92
4 100,35 CHCI3: CH3OH (2:1 viv) 20,51
5 100,20 CHCl3: CH30H (2:1 viv) 19,90
6 100,72 CH3OH 15,71
7 100,25 C,HsOH 7,01

A partir dos lipideos extraidos foram realizadas as reacfes para producdo dos
ésteres graxos, na presenca de metanol ou etanol. As rea¢es foram realizadas utilizando
um excesso de alcool e a partir do acido graxo presente em maior quantidade C18:3 (acido
linolénico, MM= 278,64 g/mol), de acordo com o0 seguinte protocolo: relacdo molar
alcool:acido graxo de 30:1, 60°C, 3 % de H,SO, p/p e 4 horas sob agitacdo magnética
(Tabela 19). No esquema 3, podemos observar a sequéncia de procedimentos utilizados
para obtencédo de ésteres graxos, Figura 16, produtos produzidos neste trabalho.

Apoés a reacdo, foi observado que, para as mesmas condi¢des utilizando os lipideos
extraidos com CHCI3:CH3OH (2:1 v/v) a taxa de conversao dos lipideos em FAMEs,
(Tabela 19) foi em média de 31,7%. Apesar das quantidades de lipideos extraidas com os
solventes metanol e etanol terem sido menores, a taxa de conversao a partir dos extratos
lipidicos dessas fracdes foi maior do que as obtidas nas demais reacoes.

No experimento realizado na presenca de com etanol a taxa de conversdo em

FAAEs (Tabela 19, entradas 6-7) foi a maior obtida nos experimentos, 98%.
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Tabela 19 — Rendimentos de biodiesel metilico e etilico de microalgas obtido a partir da extracéo da fragdo
lipidica com método AMa.

Massa de Lipideos i Rendimento de
Alcool usado na
Entrada Extraidos . FAAEs
reacao
(9) (%)
1 20,92 CH3;OH 30,40
2 22,13 CH3;OH 24,22
3 19,92 CH3;OH 30,17
4 20,51 CH3OH 38,22
5 19,90 CH3;OH 32,61
6 15,70 CH3;OH 57,19
7 7,00 C,HsOH 98,42

A partir dos rendimentos obtidos na tabela 19 foi realizado também um comparativo
(Figura 17) em massa da quantidade de ésteres graxos obtidos das fragBes extraidas com
os diferentes solventes com base em 100g de biomassa seca. Apds, observou-se que na
extracdo com metanol (entrada 6 e figura 17) seguido da reacdo de transesterificacao
obteve-se a maior quantidade em massa de ésteres graxos, 8,98g apos purificacdo. A
guantidade de ésteres para 0s casos investigados variou entre 5,36-8,98%.

Este valor pode ser um valor considerado satisfatério quando comparado as
oleaginosas convencionais, onde apenas a semente que contém entre 18-50 % de Oleo,
gue é destinado ao biodiesel, representa uma pequena fragcdo em relacdo a planta como

um todo (folhas, galhos e semente).
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Massa de lipideos e ésteres graxos

B Massa de Lipidios (g) B Massa de Biodiesel (g)

22,13

20,92

20,51

19,92 19,9

1 2 3 4 5 G 7

Figura 17 — Massa de lipideos e quantidade em gramas de ésteres graxos obtidos.

5.6 Caracterizacéo do biodiesel de microalgas

Os ésteres metilicos da fracdo extraida com cloroférmio:metanol (2:1 v/v) e o etilico
a partir da fracdo lipidica extraida com etanol, foram analisados por espectrometria de
infravermelho, ressonéncia magnética nuclear e também foi realizado o teste de
estabilidade a oxidagdo usando o aparelho de Rancimat.

Os espectros de infravermelho obtidos permitiram identificar para o biodiesel etilico
(Figura 18) bandas tipicas de carbonila de éster C=O em 1737 cm™ e os estiramentos de
C-O-C na faixa de 1246 — 1180 cm™. Para o biodiesel metilico (Figura 19), a banda tipica
de carbonila de éster foi identificada na regi&o de 1741 cm™e as bandas de C-O-C, na faixa
de 1246-1170 cm™. Além disto, o estiramento de C-H (estiramento) foi observado nas
regides de 2924 cm™, 1463 e 721 em ambas as amostras. Todas as amostras analisadas

de biodiesel etilico e metilico apresentaram a mesmas caracteristicas espectroscopicas.
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Figura 19 — Espectro de IV dos ésteres metilicos de microalgas.

A amostra de biodiesel metilico de Chlorella pyrenoidosa foi analisada por RMN de
13C e 'H pelo laboratério do CENPES/Petrobras. A presente amostra de biodiesel
apresentou maior quantidade de compostos insaturados que amostras padréo de biodiesel
de soja. Na presente amostra, ha também indicios da existéncia de um padrdo de ésteres

insaturados.
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Pelos espectros de RMN de **C e de 'H (Figuras 20 e 21) da amostras analisadas,
pode-se dizer que 0s componentes principais desta amostra foram ésteres metilicos.

No espectro de RMN **C, observa-se principalmente em 174 ppm um sinal referente
a carbonila de éster em, 132 e 128 ppm referente aos carbonos vinilicos e em 52 ppm
referente ao CH3 ligados ao O. O grande namero de sinais de ressonancia na regiao de 14
a 42 ppm (Figura 20), observados no espectro de '3C desta alga, podem indicar a
presenca de hidrocarbonetos alifaticos saturados adicionais normalmente ndo observados
em amostras de biodiesel convencionais (oriundos de oleaginosas). No espectro de RMN
'H (Figura 21), observou-se um multipleto em 5,4 ppm relativo aos hidrogénios vinilicos, um
singleto em 3,7 ppm referente aos trés hidrogénios CHj; ligados ao O, um tripleto em 2,8
ppm referente aos hidrogénios bisalilicos, um tripleto em 2,3 ppm referente aos hidrogénios
do CH, a-carbonila, um multipleto em 2,1 ppm referentes aos hidrogénios alilicos e um
multipleto em 1,6 ppm referente aos hidrogénios B-carbonila. O hidrogénios metilénicos
foram observados em um multipleto em 1,3 ppm e em 0,8 ppm um multipleto referente CH3

terminal da cadeia graxa.
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Figura 21 - Espectro de ressonancia magnética nuclear *H do biodiesel metilico de Chlorella pyrenoidosa

5.7 Medida da estabilidade oxidativa

A estabilidade a oxidacdo da presente amostra de ésteres metilicos da alga
Chlorella pyrenoidosa ficou em torno de 2 minutos de acordo com 0 ensaio EN14112
realizado no aparelho de Rancimat. Este fato sugere que a composicdo dos ésteres
apresenta em sua composi¢cdo uma grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados, o
que pode ser confirmado anteriormente pela cromatografia, o que difere os perfis de
ésteres normalmente observados para biodiesel oriundos de oleaginosas convencionais

(tempo de 6 horas para o padrao de biodiesel de soja).
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6 CONCLUSAO

Levando em consideracéo os objetivos propostos e analisando os resultados obtidos
para este trabalho, podemos observar que os mesmos foram alcancados.

Dos métodos utilizados para a extracdo a agitacdo magnética foi mais efetiva do que
com o banho de ultrassom, pois a agitacdo magnética permitiu uma melhor dispersdo do
solvente no interior da célula. A mistura de cloroférmio: metanol (2:1 v/v) foi o solvente
extrator que apresentou o melhor resultado entre os ensaios (~20 % de lipideos), enquanto
gue o hexano apresentou os piores rendimentos na extracdo (1 % de lipideos). Estes
resultados mostram que a quantidade de triacilgliceréis (6leo) nas microalgas é baixa e que
a fracdo graxa esta na forma de lipideos polares.

Ndo houve variagcdo significativa no perfil graxo dessa microalga,
independentemente do método empregado para extracdo (AM;, AM3, US; e US3) e do
solvente utilizado o acido graxo observado em maior quantidade foi o C18:3 com ~40 %,
em menores quantidades C18:0 ~1,5 %. De acordo com a cromatografia os lipideos da
Chlorella pyrenoidosa apresentaram uma grande quantidade de acidos graxos
poliinsaturados, entre 60 e 80 %,que conferiram uma baixa estabilidade oxidativa a este
Oleo cloroférmio:metanol (2:1 v/v).

Os indices oleoquimicos ndo sofreram variacdes significativas em seus resultados. O
indice de saponificacdo pode ser comparado ao encontrado na literatura para microalgas
da espécie Chlorella. O alto indice de iodo calculado pode ser confirmado pela grande
presenca de PUFAs.

Embora a quantidade de lipideos extraidos tenha sido menor, a utilizacdo de
metanol como solvente extrator seria vantajosa, pois 0 mesmo solvente seria utilizado para
0s processos de extracao e de esterificacao/transesterificacdo. A quantidade de lipideos
extraidos em escala de 1g foi repetida em escala de 100g, obtendo-se 0s mesmos
resultados.

A quantidade de biodiesel obtido a partir de 100 g de biomassa seca de microalga foi
em meédia de 6,85 g. Apesar da mistura com cloroféormio:metanol (2:1 v/v) ter sido a mais
eficiente, com 20 % para extracdo de lipideos,foram obtidos no maximo 7,849 de ésteres a
partir de 100g de microalgas. A fracdo lipidica extraida com metanol foi menor do que a

obtida com cloroférmio:metanol (2:1 v/v) porém a quantidade em massa de biodiesel puro
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foi a maior, 8,98 g a partir de 100g de biomassa. A obtencdo de ésteres pode ser

confirmada pelos espectros no infravermelho e ressonancia magnética nuclear.
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