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RESUMO

Titulo: PRODUGAO DE ESTERES METILICOS A PARTIR DE BIOMASSA UMIDA
DE DIFERENTES ESPECIES DE MICROALGAS UTILIZANDO PROCESSO DE
HIDROLISE-ESTERIFICAGAO EMPREGANDO SOLVENTE DISPERSOR

Autor: Renata Rodrigues de Moura

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

O uso de biomassa algacea para produgao de biodiesel tem sido investigado, uma
vez que essa matéria-prima apresenta elevado rendimento de o6leo quando
comparado com oleaginosas convencionais. Todavia, para viabilizar a producgao
comercial de biodiesel a partir de microalgas € necessaria a pesquisa e 0
desenvolvimento de métodos efetivos de producdo empregando a biomassa umida
de microalgas, evitando a secagem desta. Dentro desse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi usar a biomassa algacea umida no processo de hidrélise-
esterificacdo “in situ” para produgdo de ésteres graxos de microalgas. Também foi
desenvolvido um método rapido, facil e eficiente de extracdo de lipideos de
biomassa umida de microalgas assistido por micro-ondas.

Inicialmente, para o desenvolvimento do método de extragdo foi empregada
biomassa umidificada de Nannochloropsis oculata, para obter a melhor condicédo de
extracdo foi aplicado um delineamento composto central 22, a melhor condigdo foi 1
min de irradiacdo de micro-ondas a 80 °C. Em seguida, o método foi aplicado a
biomassa umida das microalgas Amphora coffeaeformis, Chaetoceros gracilis e
Isochrisis galbana, cultivadas em meio fertilizante, obtendo os respectivos
rendimentos de lipideos de 16,27+1,5, 22,31+2,5 e 19,87 £2,4 %. O teor de lipideos
e o perfil graxo das fragbes lipidicas extraidas utilizando micro-ondas foi muito
semelhante ao perfil das fragcdes extraidas pelo método convencional que utiliza
ultrassom, mostrando a eficiéncia do método.

Para investigar a producao ‘in situ” de ésteres utilizando biomassa umida das
microalgas N. oculata, A. coffeaeformis, C. gracilis e I|. galbana foi realizada a
hidrélise-esterificagcdo na presenca de um solvente dispersor acetona. Para obter a
melhor condicdo de hidrdlise foi aplicado um delineamento composto central 23, a
condigao ideal de hidrélise foi 5 mL de acetona (solvente dispersor), 10 mL hexano
(solvente extrator), 10% H,SO4 a 100 °C em refluxo por 4 h. Ja a melhor condi¢ao de
esterificacéo foi utilizando a razdo molar metanol: 4cido graxo (30:1), 10% H2SO4 a
100 °C em refluxo por 1 h. De forma inédita o processo de hidrdlise-esterificagao
utilizando acetona como solvente dispersor foi aplicado com éxito a biomassa umida
de diferentes microalgas com paredes celulares distintas alcangcando rendimentos
superiores a 85%. Além disso, quando comparado com os processos de extragao-
transesterificacdo e transesterificacdo “in situ” o processo de hidrélise-esterificacao
na presenca do solvente dispersor apresentou rendimentos e conversao de FAMEs
superiores aos demais metodos.

Palavras-chaves: biomassa umida, extragdo, hidrolise-esterificacdo, microalgas,
micro-ondas, solvente dispersor
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ABSTRACT

Title: METHYL ESTERS PRODUCTION AS OF WET BIOMASS OF DIFFERENT
MICROALGAE SPECIES EMPLOYING HYDROLYSIS-ESTERIFICATION
PROCESS USING DISPERSER SOLVENT

Author: Renata Rodrigues de Moura, M.Sc.

Advisor: Marcelo Gongalves Montes D’Oca, Ph.D.

The use of algal biomass for biodiesel production has been investigated, since this
raw material presents high oil yield when compared to conventional oilseeds.
However, to enable the commercial production of biodiesel from microalgae is
necessary to research and development of effective production methods employing
the wet biomass of microalgae, avoiding drying it. In this context, the objective of the
present work was to use the wet algal biomass in the process "in situ" hydrolysis-
esterification for the production of fatty esters of microalgae. It was also developed a
fast, easy and efficient extraction of wet biomass of microalgae lipid assisted by
microwave.

Initially, for the development of the extraction method was used humidified biomass
of Nannochloropsis oculata, to obtain the best extraction condition was applied a
central compound design 22, the best condition was 1 min of microwave irradiation at
80 °C. Then, the method was applied to the wet biomass of the microalgae Amphora
coffeaeformis, Chaetoceros gracilis and Isochrisis galbana, cultivated in fertilizer
medium, obtaining the respective lipid yields of 16.27 + 1.5, 22.31 £ 2.5 and 19.87 &
2.4%. The lipid content and fatty lipid profile fractions extracted using microwave was
very similar to the profile of the fractions extracted by the conventional method using
ultrasound, showing its efficacy.

To investigate the ‘in situ” production of esters using wet biomass of the microalgae
N. oculata, A. coffeaeformis, C. gracilis and I. galbana hydrolysis-esterification was
performed in the presence of a dispersing solvent acetone. To obtain the best
hydrolysis condition a central composite 2° design was applied, the ideal hydrolysis
condition was 5 mL of acetone (dispersing solvent), 10 mL hexane (extractive
solvent), 10% H>SO,4 at 100 ° C at reflux for 4 h. The best esterification condition was
the molar ratio methanol: fatty acid (30: 1), 10% H>SO,4 at 100 ° C at reflux for 1 h. In
an unprecedented way the hydrolysis-esterification process using acetone as a
dispersing solvent was successfully applied to the wet biomass of different
microalgae with distinct cell walls achieving yields greater than 85%. In addition,
when compared to the in extraction-transesterification and transesterification “in situ”
processes, the hydrolysis-esterification process in the presence of the dispersing
solvent showed higher yields and FAME conversion than the other methods.
Keywords: dispersing solvent, extraction, hydrolysis-esterification, microalgae,
microwave, wet biomass



1. INTRODUGCAO

As microalgas sdo uma alternativa promissora e uma fonte de matéria-prima
renovavel para os biocombustiveis devido a sua alta eficiéncia fotossintética e ciclo
de desenvolvimento curto.”? Além disso, uma vez que o cultivo de microalgas nao
precisa de terras araveis, este pode ser realizado sem competir com alimentos ou
culturas forrageiras, sendo o combustivel derivado deste um biocombustivel de
"terceira geragao".’

O cultivo de microalgas pode ser realizado em sistemas abertos ou fechados
na presencga de nutrientes e iluminagao solar ou artificial. O rendimento maximo, a
taxa de crescimento e a composi¢gdo das microalgas podem ser otimizados de
acordo com as condigdes de cultivo, tais como temperatura, pH, intensidade de luz e
concentracdo de nutrientes.* Um dos principais problemas relativos a producdo de
biomassa algacea em larga escala é o custo do meio de cultura.® Na Estacdo
Marinha de Aquicultura da Universidade Federal de Rio Grande (EMA-FURG) vem
sendo aplicado com sucesso a combinagdo de agua do mar e fertilizante comercial
de baixo custo no cultivo em média escala de microalgas marinhas. Os fertilizantes
agricolas constituem um mercado gigantesco no Brasil, de forma que sua producéao
€ muito elevada, acarretando precos finais relativamente baixos, viabilizando o
cultivo de microalgas.®

As microalgas apresentam elevada producdo de biomassa e alto teor lipidico,
variando de 20 a 50% de lipideos em relagdo a biomassa seca, matéria-prima para
sintese de biodiesel.”® Na maioria das microalgas estes lipideos encontram-se no
interior das células que estdo envolvidas por uma parede celular composta de uma
ampla variedade de substadncias tais como celulose, quitina, mureina
(peptidoglicano), proteina, silica e CaCOs.” Isto implica que, dependendo da
natureza da parede da célula, havera a necessidade do estudo de métodos a serem
aplicados para quebrar a parede celular antes e/ou simultaneamente a extracédo com
solventes.”® Portanto, métodos rapidos e eficientes para extracdo de lipideos,
preferencialmente a partir de biomassa umida de microalgas, ndo sdo importantes

somente como pré-tratamento para produgdo de biodiesel mas também sao uma



ferramenta fundamental para investigar o potencial lipidico de microalgas pois a
grande diversidade de espécies de microalgas existentes € um desafio que dificulta
a escolha destas para a produgao de biodiesel, pois cada espécie possui um teor de
lipideos e uma composi¢ao quimica diferente.

O biodiesel é definido como uma mistura de ésteres alquilicos de acidos
graxos (FAAEs, Fatty Acids Alkyl Esters). O metanol tem sido o alcool comumente
usado para produzir biodiesel, devido sua viabilidade econdbmica, deste modo, o
biodiesel é frequentemente denominado como uma mistura de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs, Fatty Acids Methyl Esters).1'9 A composi¢cao do biodiesel
varia de acordo com os acidos graxos que as compde, no biodiesel de microalgas ha
presenca de acidos graxos poliinsaturados em sua composi¢do que podem nao ser
tdo adequada para a produgéo de biodiesel em comparagdo com o0s Oleos vegetais
convencionais.”® No entanto, ha relatos de que o dleo de microalgas foi
transformado com sucesso em gasolina, diesel e querosene sendo indistinguiveis
dos combustiveis equivalentes derivados do petréleo."

E notavel que a producdo de biodiesel a partir de microalgas divide opinies
dentro da comunidade cientifica. Segundo Chisti’ as microalgas parecem ser a Unica
fonte de biodiesel renovavel capaz de satisfazer a demanda global por combustiveis
para transporte. No entanto, os altos custos de cultivo e produgao limitam a
aplicacao industrial de microalgas para a producédo de biodiesel. Usando o método
tradicional para a produgéo de biodiesel, as microalgas s&o secas apods a colheita, e
os lipideos sao extraidos e transesterificados. Tanto a secagem como a extracao
requerem grande demanda de energia.'?

Embora a produgao de biodiesel a partir de microalgas seja promissora, ainda
ha um grande gargalo tecnoldgico para a conversao rapida e econémica da fragao
lipidica de microalgas em biodiesel. Portanto, estudos recentes tém se concentrado
no uso de biomassa umida de microalgas como matéria-prima para a producgao de
biodiesel, pois muitos autores indicam que o caminho para viabilizar
economicamente a producao de biodiesel de microalgas seja a partir da biomassa
algacea umida.'*"

Processos “in situ” a partir de biomassa umida de microalgas reduziria o gasto

energético com a etapa de secagem da biomassa e extracdo dos lipideos, uma vez



que 0s lipideos seriam extraidos concomitantemente a
transesterificacao/esterificacdo a ésteres graxos. Entretanto, na transesterificagéo “in
situ” a conversao da fracdo lipidica em ésteres é drasticamente afetada pela
presencga de agua na reagao, independente da natureza do catalisador ser acida ou
basica, ocorrendo reagdes concorrentes de hidrolise e saponificacao,
respectivamente. 1516

Estudos indicam que a hidrdlise-esterificacdo aplicada a biomassa umida
pode ser um processo eficaz na conversao da fracéo lipidica de biomassa umida de
microalgas em biodiesel sendo menos dispendiosa energeticamente frente a
transestefiricacdo “in situ”.">'"1® Porém, é importante salientar que até o momento
os trabalhos referentes ao estudo do processo de hidrolise-esterificagcdo foram
realizados a partir da biomassa seca umidificada com agua, simulando desta forma a
biomassa umida de microalgas. Deste modo as reais dificuldades em manipular a
pasta algacea umida na presenca de diferentes solventes, catalisadores, enfim, em
diferentes condigdes reacionais ndo condiz com a realidade.

Dessa forma, o desafio deste trabalho foi manipular a biomassa umida de
diferentes espécies de microalgas no desenvolvimento e no aprimoramento do
processo ‘“in situ” de hidrélise-esterificacdo colaborando assim com o
desenvolvimento de tecnologia para possivel produgcdo de biodiesel em escala
comercial. No estudo do processo de hidrolise-esterificagdo pela primeira vez foi
empregada a biomassa algacea umida e o uso da acetona como solvente dispersor,
a acetona favorece a dispersdao do solvente extrator (apolar) na fase aquosa
(biomassa umida) aumentando a eficiéncia do processo e obtendo altos rendimentos

de ésteres.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver um processo de hidrdlise-esterificagdo na presenga de um

solvente dispersor empregando a biomassa umida de diferentes espécies de

microalgas para a produgao de ésteres metilicos de acidos graxos. Para determinar

o teor de lipideos e o perfil graxo, também foi desenvolvido um método rapido de

extracdo empregando irradiagao por micro-ondas.

2.2. Objetivos especificos

>

Desenvolver método rapido para extracdo de lipideos a partir da biomassa
umidificada da microalga Nannochloropsis oculata empregando irradiagéo por
micro-ondas;

Comparar o método de extracédo assistida por micro-ondas (biomassa umida)
com o método convencional de extragdo (biomassa seca);

Desenvolver o método de hidrélise-esterificagcdo na presenca de um solvente
dispersor para biomassa umida de N. oculata;

Aplicar o método de hidrélise-esterificacdo a biomassa umida para as
microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e |. galbana, compostas por
diferentes paredes celulares;

Comparar o método desenvolvido de hidrélise-esterificagcdo empregando a
biomassa algacea umida com os métodos de extragao-transesterificacéo e
transesterificagao "in situ” empregando biomassa seca.

Comparar o perfil graxo dos ésteres obtidos pelos diferentes processos de
producgao de biodiesel utilizados;

Comparar a conversao da fragdo lipidica das microalgas em ésteres

transesterificada ou esterificada pelos diferentes processos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Microalgas

As microalgas sao microrganismos autotrofos fotossintetizantes que habitam
os mares, lagos e rios." As trés classes mais importantes de microalgas em termos
de abundancia sdo as diatomaceas (Bacillariophyceae), as algas verdes
(Chlorophyceae) e as algas douradas (Chrysophyceae).® Utilizam CO, da atmosfera
como fonte primaria de carbono na conversdao da energia solar em energia
bioquimica armazenada na forma de lipideos, hidrocarbonetos, proteinas e
polissacarideos. Portanto, sdo potenciais candidatas a matéria-prima renovavel na
producdo de bicombustiveis e produtos quimicos. Além da alta eficiéncia
fotossintética e elevada producédo de biomassa as microalgas apresentam alto teor
lipidico comumente variando de 20 a 50% de lipideos em relacdo a biomassa
seca.'®™

Os lipideos de microalgas sao classificados em neutros e polares. Os lipideos
neutros sdo considerados produtos de armazenamento de energia e correspondem
aos ésteres, os triacilglicerois e os acidos graxos. Os acidos graxos principais sao os
saturados e os isbmeros cis dos insaturados, com 12 a 22 atomos de carbono e até
seis ligacbes duplas. Dentre os lipideos polares estdo os dglicolipideos e
fosfolipideos, ambos séo lipideos estruturais contidos nas paredes celulares.??!

Resumidamente, a biossintese dos acidos graxos trata-se de uma sequéncia
repetitiva de reagbes catalisadas por um complexo enzimatico, a acido graxo
sintase. O acetil-CoA e o malonil-CoA sao convertidos em tioésteres ligados a
enzimas, o éster malonico é carregado por meio da proteina carreadora de acila
(ACP) (Figura 1). Logo, ocorre uma condensacao de Claisen dos grupos acetil e
malonil para formar um grupo acetoacetil-ACP. Que é reduzido a B-hidroxi éster via
NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato). Em seguida, ocorre a
eliminacdo de agua obtendo o éster E (trans) a,B-insaturado-ACP. A reducéo da
ligagdo dupla novamente utiliza NADPH e gera um acil-ACP saturado. Este pode
retornar ao sistema, condensando novamente com malonil-ACP e passando por

sucessivas etapas de redugdo e desidratacdo, aumentando gradualmente o



comprimento da cadeia em dois carbonos para cada ciclo, até que se obtenha o

comprimento de cadeia necessario. 2%
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Figura 1. Biossintese dos acidos graxos®

3.1.1. Amphora coffeaeformis

A microalga Amphora coffeaeformis € uma diatomacea penada (Figura 2).
Pertence a divisdo Ochrophyta, classe Bacillariophyceae. Apresenta como produto
de reserva crisolaminarina e lipideos. As diatomaceas apresentam como principal
caracteristica sua parede celular (frustulas) silicosa, as quais fundamentam sua

classificacéo devido a seus ricos detalhes de forma e ornamentacéo.”



Figura 2. Cultivo de Amphora coffeaeformis
(http://www.aquicultura.furg.br/index.php/pt/producao/teses/44-2013/253-tatiana-
germano-martins-machado)

3.1.2. Chaetoceros gracilis

Assim como a microalga A. coffeaeformis, a Chaetoceros gracilis € também
uma diatomacea (Figura 3). Pertence a divisdo Ochrophyta, classe
Bacillariophyceae. Apresenta como produto de reserva crisolaminarina e lipideos. E

apresentam parede celular compostas de silica amorfa hidratada.®

Figura 3. Células de Chaetoceros gracilis
(https://scienceofearth.files.wordpress.com/2011/02/chaetoceros_gracilis.jpg)



3.1.3. Chlorella sp.

Neste caso, a microalga Chlorella sp. nao tem espécie determinada (Figura
4). Compreendem as algas verdes, pertence a divisdo Chlorophyta e classe
Chlorophyceae. As paredes celulares sdo constituidas por estrutura fibrilar de
celulose. A microalga Chlorella sp. produz amido como produto de reserva. O género

Chorella apresenta crescimento rapido e alta tolerancia as condicdes de cultivo.®
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Figura 4. Células de Chlorella sp. (http://aslee.scot/resources/)

3.1.4. Isochrysis galbana
A microalga Isochrysis galbana (Figura 5) pertence a divisao
Prymnesiophyta, classe Prymnesiophyceae. O produto de reserva é um
polissacarideo, a crisolaminarina, mas lipideos também sdo acumulados pelo
citoplasma como produto de reserva. Suas células sdo recobertas com

escamas CaCO;.°



e |

Figura 5. Células de Isochrysis galbana (https://alchetron.com/Isochrysis-galbana-
3079136-W)

3.1.5. Nannochloropsis oculata

A microalga Nannochloropsis oculata (Figura 6) pertencem a divisao
Ochrophyta, classe Eustigmatophyceae. O género Nannochloropsis € conhecido por
possuir parede celular rigida (celulose). Seus produtos de reserva sao

crisolaminarina e lipideos.®

Figura 6. Células de Nannochloropsis oculata (http://aslee.scot/resources/)
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3.2. Cultivo de microalgas

A composigdo bioquimica das microalgas depende de inumeros fatores tais
como composigao e concentragao de nutrientes do meio de cultivo.?* Sdo elementos
quimicos essenciais para o crescimento e composigdo quimica das microalgas
marinhas os macronutrientes carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, fésforo e
magnésio; os micronutrientes cobre, zinco e molibdénio. O carbono é necessario em
maior concentragdo para as algas, pois € o principal componente de todas as
substancias organicas sintetizadas pelas células. As concentragdes de nitrogénio,
fésforo e minerais sao os fatores que mais influenciam nos teores de proteina,
carboidrato, lipideos e pigmentos. As microalgas podem sintetizar diversas
vitaminas, entretanto, em cultivos, é efetivamente importante adicionar as vitaminas
B1, Be e B12.5’25

Para realizar uma cultura além da escala laboratorial a escolha do meio de
cultivo a ser utilizado é o passo chave no processo. E necessario alcancar uma
relacado favoravel entre custo e beneficio. Portanto, os meios de cultura comumente
usados no laboratério como Conway e Guillard /2’ tornam-se inviaveis para o cultivo
em massa. Desta forma, o estudo de fertilizantes sobre o cultivo de microalgas na
aquicultura teve éxito, resultando em culturas com precos finais relativamente baixos
e producdo de biomassa satisfatoria.?>*® Gonzalez-Rodriguez & Maestrini®
estudaram a influéncia de 12 diferentes fertilizantes agricolas no crescimento de 16
algas marinhas e compararam com o meio de cultivo Conway, todas as algas
cultivadas comportaram-se de forma semelhante multiplicando-se rapidamente em
todos os meios. Simental & Sanchez-Saavedra®’ investigaram o cultivo de trés
estirpes de diatomaceas bentdnicas em meio fertilizante e meio f/2’, ndao houve
diferencas significativas na concentragéo celular média e na taxa de crescimento das
trés diatomaceas cultivadas com fertilizante agricola em comparagdo com o meio
padrao 'f/2', porém, o custo para meios de cultura ndo convencionais é 1/8 do custo
do meio 'f/2'".

Além dos cuidados com o meio nutritivo para garantir produtividade a
microalgas é relatado que o gargalo para a produgcdo comercial de microalgas esta
na coleta, que pode representar até 30% do custo total da produgado.>?® A coleta, na

sua maioria, € realizada principalmente por centrifugacao, processo que envolve alto
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consumo de energia. Como alternativa vem sendo muito estudada a floculagdo, uma
alternativa mais econémica comparada a centrifugagdo para concentrar biomassa.
As paredes celulares das microalgas tém carga negativa, basicamente o floculante
age neutralizando a carga negativa da parede celular das microalgas e reduzindo a
repulsdo elétrica entre elas, causando assim a agregacdo de células e formando
aglomerados pesados que sedimentam no fundo dos tanques.®?® Roselet et al.?®
avaliaram a eficiéncia de 25 floculantes entre sintéticos e naturais para concentrar
cultivos de Nannochloropsis oculata e Chlorella vulgaris, apenas Tanfloc apresentou
alta eficiéncia para as duas espécies estudadas, demonstrando que a eficiéncia
deste polimero catibnico natural de baixo peso molecular ndo é afetada pela
salinidade do meio de cultura, cabe salientar que Tanfloc também se mostrou o

floculante mais econdmico.

3.3. Biodiesel de microalgas

O biodiesel de microalgas € considerado um combustivel de terceira geragao
sendo produzido a partir de lipideos acumulados nas células das microalgas.® Todo
biodiesel é considerado sustentavel e ecologicamente amigavel por n&o conter
compostos aromaticos, enxofre ou outras substancias quimicas que sao prejudiciais
ao meio ambiente, possuir ciclo de carbono fechado e alta biodegradabilidade.' O
diferencial do biodiesel de microalga é atribuido as microalgas serem facilmente
cultivadas, possuirem taxas de crescimento rapido e alto rendimento de éleo (cerca
de 130 vezes maior que a soja)."

A composicdo em acidos graxos nas cadeias dos triacilglicerdis, matéria-
prima para produgao de biodiesel, determinam em grande parte muitas propriedades
importantes deste combustivel, dentre elas: numero de cetano (CN, cetane number),
fluxo a frio, estabilidade oxidativa, viscosidade cinematica, lubricidade e densidade.®
O perfil graxo de muitas microalgas possui peculiarmente uma quantidade
substancial de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA, long chain
polyunsaturated fatty acids) incluindo o acido eicosapentaendico (EPA) e o acido
docosahexaendico (DHA)."

Dentro deste contexto, Knothe® investigou as propriedades combustiveis
(numero de cetano, viscosidade cinematica e estabilidade oxidativa) de ésteres
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graxos puros com mais de trés duplas ligagdes com intuito de prever o desempenho
do biodiesel derivado de microalgas frente a estas propriedades. Este autor
observou que para a propriedade numero de cetano foram obtidos valores para o
C20:4 e o C22:6 ligeiramente mais elevados do que o linolenato de metila (C18:3),
uma observacdo geral derivada destes resultados é que dois atomos de carbono
adicionais na cadeia compensam uma ligagao dupla adicional em termos de CN.
Portanto, os CN de outros poliinsaturados derivados dos C20 e C22 também sao
provavelmente mais elevados do que se poderia esperar.?

Os valores de viscosidade cinematica de C20:4 e C22:6 a 40 °C foram 3,11 e
2,97 mm?s™, respectivamente. Esses valores estdo proximos do valor para C18:3.
Segundo Knothe?®, ocorre um efeito semelhante ao do CN, o aumento da
viscosidade devido ao maior comprimento da cadeia € compensado pelo efeito de
reducao da viscosidade provocado pelas ligagdes duplas cis. Concluiu-se que a
viscosidade cinematica do biodiesel de microalgas € provavelmente menor do que
aqueles obtidos a partir de oleos vegetais com perfis de acidos graxos mais
convencionais.?

Por sua vez, a estabilidade oxidativa medida por tempo de indugdo Rancimat
dos ésteres metilicos derivados do C20:4 e C22:6 foram inferiores a 0,1 h a 110
°C.?° Estes sdo valores baixos, porém dentro do esperado pelo autor, pois a
estabilidade oxidativa diminui com o numero de ligacdes duplas.?® Antioxidantes
teriam de ser adicionados a qualquer biodiesel de microalgas. No entanto, € o caso
também do biodiesel de Oleos vegetais comercializado, o qual é adicionado
antioxidante antes mesmo de ser analisado para atender aos requisitos minimos
exigidos pelas normas ASTM (American Society for Testing and Materials) e EN
(European Norm).>?°

Outro estudo verificou que um aditivo de combustivel contendo terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) foi muito eficaz no aumento da estabilidade oxidativa dos
compostos modelo de éster metilico de microalgas. Especificamente, verificou-se
que a adicdo de apenas 0,03% e 0,06% de TBHQ sao suficiente para ésteres
metilicos de acidos graxos de Nannochloropsis sp. passassem nas especificagdes

ASTM e EN, respectivamente, sem remover nenhum EPA ou DHA.*
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3.4. Métodos de producao de biodiesel
3.4.1. Produgéo de biodiesel a partir de biomassa seca de microalgas

A produgdo de biodiesel a partir de microalgas inclui cultura, colheita,
secagem, extragao e transesterificacdo.®! Entretanto, um dos principais gargalos
para a viabilidade econémica da produgéo de biodiesel de microalgas é a secagem
da mesma. Em estudo realizado por Song et al." foi constatado que 44% da energia
consumida no processo convencional (secagem, extracao e transesterificagao) foi
atribuido a secagem da biomassa. A avaliagdo do ciclo de vida (Life-Cycle

Assessment - LCA) realizado por Lardon et al."

indicaram que o elevado custo de
produgao do biodiesel de microalgas é provocado principalmente pela secagem da
biomassa e extragéo de lipideos, o que representou 90%.

Na producdo de biodiesel a partir de lipideos de microalgas,
convencionalmente ocorre a extracdo da fracdo lipidica da biomassa seca de
microalgas por processos mecanicos e/ou quimicos seguida da transesterificacao
dos lipideos em ésteres, mas também é muito empregada a transesterificacdo “in
situ” da biomassa algacea seca.®** A Tabela 1 apresenta diferentes métodos para

producao de biodiesel empregando biomassa algacea seca.
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Tabela 1. Trabalhos empregando diferentes métodos para produgao de biodiesel a partir de biomassa algacea seca

Referéncia

Microalga

Método

Solvente

Método
selecionado

OBS

Lee et al.>®

D'Oca et al.®

Dong et al.>*

Martinez-
Guerra et
al3®

Lemoes et
al.%®

Botryococcus sp.,
Chilorella vulgaris
e Scenedesmus

sp.
Chlorella

pyrenoidosa

Chlorella
sorokiniana

Chlorella sp.

Chlorella sp.

Extragéo por autoclave,
moinho de bolas, micro-ondas,
ultrassom e solugao de NaCl a

10%

(1)extragao (Soxhlet, agitacao
magnética e banho de
ultrassom)-
transesterificacéo(2),

(3) transesterificacao “in situ”

pré-esterificacdo com
Amberlyst-15 seguido da
transesterificacao “in situ” com
KOH

Extracédo-transesterificagao
assistida por micro-ondas

(1)extracao -
transesterificacao,
(2) transesterificagcao “in situ”

Cloroférmio:meta
nol (1:1 v/v)

(1) cloroférmio:
metanol (2:1 v/v),
metanol,
cloroférmio,
etanol e hexano
(2) e (3) metanol

Metanol

(1) etanol
(solvente/reagent
e); e (2) etanol
(reagente) e
hexano (co-
solvente)

Etanol e Metanol

Micro-ondas

(1) agitacao
magnética e banho
de ultrassom com

cloroférmio:

metanol (2:1 v/v)

recuperacao total
de FAMEs até
94,87 £ 0,86%

(1) etanol
(solvente/reagente)

transesterificagcao
“in situ” com etanol

comparagao entre os

meétodos

Maior rendimento em
ésteres por extragao-

transesterificacao

reciclagem de
Amberlyst-15 (8
reciclos)

Comparacédo com
Bligh & Dyer
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3.4.2. Extragéo de lipideos a partir de biomassa umida de microalgas

A busca por diminuir os altos custos provenientes da secagem da microalga,
mostra a homogeneizagao de alta pressdo como uma técnica eficaz para romper a
parede celular de N. oculata, além de ser tolerante a ambientes de alta umidade.*’
Outro estudo relata que a homogeneizagdo de alta pressdao mostrou melhores
resultados quando comparado com outras técnicas de ruptura celular como ultra-
som, moinho de bolas e tratamento com acido sulfurico, para Chlorococcum sp., em
escala laboratorial. O desempenho de cada método de ruptura celular foi examinado
através de redugbes nas contagens celulares intactas e redugbes em didmetros
médios de colbnias, o resultado obtido foi homogeneizagao a alta presséo (73,8% de
ruptura), tratamento com acido sulfurico (33,2%), moinho de bolas (33,2%) e
ultrassom (4,5%).%

O tratamento por micro-ondas tem sido indicado potencialmente mais
econdbmico em comparagao com outros métodos, porque menos tempo de
tratamento & necessario e é eficiente energeticamente.®*® O estudo para ruptura
celular da biomassa umida de N. oculata por micro-ondas, ultrassom, banho d’agua
(tratamento térmico convencional), misturador (agéo de cisalhamento) e tratamento a
laser confirmam esta afirmacgao. Os resultados revelaram que o tratamento térmico
por micro-ondas obteve a maior eficacia na ruptura das células de microalgas
(94,92%) em comparacgédo com o tratamento térmico convencional com banho d’agua
(87,7%). O valor de mérito calculado para cada método foi definido como a ruptura
celular por unidade de energia aplicada e por unidade de fragdo volumétrica do
dispositivo utilizado, mostrando que o maior valor de mérito foi com o tratamento por
micro-ondas (3,50) comparado ao tratamento térmico convencional com agua (2,18)
e o menor valor foi com tratamento a laser (0,006) devido a sua maior demanda de
energia e menor volume de tratamento.>®

Ali & Watson® investigaram o efeito do tempo de tratamento e poténcia de
micro-ondas 635 W (50%) e 1021 W (100%) na extragdo lipidica da biomassa
algacea umida de N. oculata, associada a solvente convencional. A quantidade de
lipideos extraidos foi correlacionada com a ruptura celular das células de microalgas.
O maior teor lipidico extraido, apds 5 minutos, foi de 0,036 g por grama de microalga
seca (g/g) para 635 W (68,86% de ruptura celular), enquanto que com 1021 W o
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rendimento foi de 0,052 g/g (92,81%). A amostra controle, que nao recebeu qualquer
tratamento por micro-ondas, obteve apenas 0,016 g/g. Uma analise detalhada dos
requisitos adicionais de energia para o tratamento por micro-ondas € o0 aumento no
rendimento lipidico foi conduzida para determinar a viabilidade de processos
adicionais intensivos em energia ao processo de extragdo. Para 5 minutos de
tratamento, a quantidade de lipideo extraido por numero total de Joules consumidos
foi encontrado para cada poténcia de micro-ondas; obtendo-se valores de 1.889 x
10 g/g/kJ (635 W) e 1.697 x 10™ g/g/kJ (1021 W). Os principais acidos graxos livres
presentes na composig¢ao dos lipideos extraidos de N. oculata foram os acidos oléico
(C18:1), palmitico (C16:0) e linoléico (C18:2).4°

Teo & Idris*' adaptaram quatro diferentes métodos de extracéo por solventes
(Hara e Radin, Folch et al., Chen et al. e Bligh&Dyer) a irradiagdo por micro-ondas.
Foi utilizada biomassa umida das microalgas Nannochloropsis sp. e Tetraselmis sp.,
temperatura fixada em 65 °C e radiagdo de microondas a 500 W por 5 minutos. O
método de Hara e Radin assistido por irradiagdo com micro-ondas apresentou o
maior rendimento de extracdo de lipideos para Tetraselmis sp. (8,19%) enquanto
Folch et al. assistido por micro-ondas provou ser mais eficiente para
Nannochloropsis sp. (8,47%).

Chen et al.** usou um micro-ondas doméstico (Samsung MW630WA) no pré-
tratamento de Chlamydomonas sp. JSC4 com teor de agua de 68,7% em relagao a
biomassa seca, a partir de 100 g da microalga adicionou-se 100 mL de metanol ao
frasco e misturou-se durante 20 minutos a 400 rpm para aumentar a fluidez da
biomassa. A mistura de microalgas-metanol foi entdo submetida a irradiacao de
micro-ondas a 350 W durante 10 minutos para conseguir a ruptura da parede celular.
Segundo os autores, o processo de pré-tratamento transformou microalgas umidas
em bolo de microalgas mais concentrado, permitindo a operagdo em grande escala

da extragao de oleo de microalgas.

3.4.3. Transesterificagao a partir da biomassa umida de microalgas

Existem relativamente menos estudos em que a biomassa de microalgas

- 14,15

umidas € aplicada e alguns destes partem ainda da biomassa em po a qual é

adicionada agua até obter o teor de umidade desejado, ou seja, a biomassa é
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4243 o catalisador*?

umidificada. Além disso, € necessario um alto volume de solvente
em relagdo a biomassa, muitas vezes € necessaria uma elevada temperatura15 de
reagdo quando comparado com um processo comercial de biodiesel.**

Velasquez-Orta et al' realizou a transesterificacdo “in situ” de
Nannochloropsis oculata e Chlorella sp., trabalhou com teores de umidade de 1,5%
e 0% para as células de Chlorella sp., e para obter biomassa com 10% de umidade
foi adicionada agua ao p6 de Chlorella sp. Obtiveram-se teores de umidade de 10%,
1,5% e 0% para as células de N. oculata, secando primeiro as células durante
aproximadamente 24 horas em um incubador ajustado a 50 ° C e 100 rpm.
Avaliaram a utilizacdo de biomassa de algas umidas empregando trés catalisadores
homogéneos (acido sulfurico, hidroxido de sédio e metdxido de sodio) e um
catalisador heterogéneo (peneira molecular A). A conversdao maxima de lipideos foi
obtida tanto para as microalgas N. oculata como para Chlorella sp. secas usando
acido sulfurico como catalisador. Obteve-se um rendimento de FAMEs de 73% + 5%
para N. oculata a uma razao molar catalisador: lipideo de 0,8: 1; enquanto que 92 +
2% foi obtido para Chlorella sp. a uma razdo molar de catalisador: lipideo de 0,35: 1.
Portanto, o rendimento nio foi dependente da salinidade da biomassa e diminuiu
com o aumento da umidade.

A fim de investigar os efeitos do teor de agua na producao de biodiesel Cao et
al.’® adicionou agua destilada a biomassa liofilizada de Chlorella pyrenoidosa para
formar pasta umida usada para otimizar as condi¢cbes de reacdo da producido de
biodiesel diretamente da microalga. A 90 °C o rendimento de biodiesel diminuiu de
91,4% para 10,3%, com o aumento do teor de agua de 0% para 90%. Quando a
temperatura atingiu 150 ° C, o rendimento de biodiesel foi superior a 100%, isto foi
provavelmente por causa de outras moléculas (por exemplo, fosfolipideos), também
foram convertidos em biodiesel. A partir das variaveis fixadas, 100 mg de biomassa
seca foi umidificada até obter um teor de umidade de 90%, 4 mL de metanol, 6 mL
de hexano e 0,5 mol L™ de H,SO, foram testadas as seguintes condigdes: 90, 120,
180, 240 e 300 min; 90, 120 e 150 °C. A condicdo determinada como ideal pelos
autores e aplicada a pasta algal umida de C. pyrenoidosa foi 120 °C e 180 min de

tempo de reacao e o rendimento de biodiesel chegou a 92,5%. O significativo efeito
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negativo da agua na transesterificacao ‘“in situ” poderia ser compensado por uma
temperatura mais elevada.

Sathish et al.'® discutiu os efeitos da inibicdo da agua na transesterificagéo “in
situ”, investigou se a temperatura de secagem da biomassa de microalgas afetou o
rendimento do biodiesel e buscou reduzir o impacto negativo da umidade na reagao
de transesterificagcdo “in situ” da biomassa umida de Chlorella sp. e Scenedesmus
sp. A biomassa das microalgas foram submetidas a temperaturas de secagem de
65, 85, 105 °C por 1, 2, 4, 8, 20 ou 32 h para obter biomassa com diferentes teores
de umidade. As amostras foram transesterificadas utilizando 1 mL de uma solugao a
5e 10% de H»SO4 em metanol, a 90 °C por 30 min de aquecimento € 15 min de
agitagdo. Este estudo mostrou que a presengca de umidade maior que 20% em
massa na biomassa de microalgas diminuiu significativamente a recuperagdo de
biodiesel quando se utilizou transesterificacdo “in situ”. O aumento da quantidade de
metanol e/ou catalisador na reagdo melhorou a recuperagéo do biodiesel (81%) a
partir da biomassa umida (84% de umidade).

Im et al.*’ relataram a transesterificacdo “in situ” de microalgas Umidas,
Nannochloropsis oceanica, com um teor de umidade de 65%. Os experimentos para
determinar o melhor co-solvente orgénico foram realizados com benzeno,
tetracloreto de carbono, cloroférmio, n-hexano e tolueno. Misturaram 0,2 g da pasta
de N. oceanica umida (equivalente a 0,07 g da biomassa seca) com 0,3 mL de acido
sulfurico e 3 mL de mistura 2:1 v/v de co-solvente e metanol a temperatura
ambiente. Apds a mistura, cada amostra foi submetida a 95 °C durante 2 h. O
cloroférmio mostrou a maior eficiéncia (90,6% de conversdgo em FAMEs). Foram
variados os parametros de reagao: temperatura (65-95 °C), volume de catalisador
(0,1-0,4 mL) e tempo de reacdo (30-120 min). A condigdo escolhida como 6tima foi
0,2 g de biomassa umida, 0,3 mL de HySO4, 90 min de reagdo a 95 °C a qual
alcangou conversao de 91,1% em FAMEs.

Suh et al.*® propds um pré-tratamento da biomassa Umida de microalgas
seguido por transesterificagao “in situ”, trata-se da desidratagcdo da biomassa umida
de Ettlia sp. através de lavagens com etanol a 80 °C durante 30 min. A condigéo
estudada de pré-tratamento consistiu em 1 a 3 lavagens com etanol na proporg¢ao

3:1 v/v etanol:biomassa, estudaram também a proporgao etanol:biomassa que variou
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1:1 até 10:1 empregando lavagem unica. Para a transesterificagdo “in situ” foi
adicionado 3 mL de etanol, para as demais variaveis testaram-se diferentes valores:
volume de H,SO, foi de 3,3 a 16,7% v/v, temperatura de 60 a 120 °C e tempo de
reacao de 10 a 120 min. Quanto a transesterificacdo da fracdo de etanol recuperada
do pré-tratamento, adicionou-se 10% de H,SO4, reagiu a 120 °C durante 2 h. Uma
unica lavagem utilizando a propor¢ao 1:1(v/v) etanol:biomassa resultou num baixo
rendimento de 3,18 mg de FAEE, mas este foi aumentado para 18,29 mg quando a
propor¢gao foi aumentada para 10:1 etanol:biomassa. Segundo os autores a
utilizacdo de um volume maior de etanol no pré-tratamento remove uma maior
porcao da agua intracelular na microalga.

Outros autores também sugerem o pré-tratamento da biomassa umida como
alternativa para viabilizar o processo de producéo de biodiesel de microalgas. Neste
caso a irradiacdo por micro-ondas com poténcia de 350 W por 10 min é aplicada
como pré-tratamento visando a ruptura e pré-concentragdo da pasta de microalga,
assim que a mesma é submetida ao pré-tratamento existem as opgdes de
transesterificagao “in situ”, ou ainda, a extragdo com adicao de hexano e metanol
seguido de transesterificacdo da fracao lipidica.*?

Enfim, varios trabalhos relatam o efeito negativo da agua no rendimento e/ou
conversao de lipideos de microalgas em ésteres graxos por transesterificagado ‘in
situ”.'*1%"® Estudos apontam até como indispensavel & secagem da biomassa de

microalga antes da producéo de biodiesel via por transesterificacéo “in situ”."”

3.4.4. Hidrolise-esterificagdo em biomassa umidificada de microalgas

A hidrdlise-esterificagdo também é uma op¢ao de processo para producéo de
biodiesel de microalgas. Estudos demonstram que a esterificagdo de acidos graxos é
mais favorecida do que a transesterificacdo de triacilglicerois (TG) na presencga de
elevado teor de agua, este fato deve-se a maior solubilidade dos acidos graxos em
alcool, o que remete a hidrdlise “in situ” de microalgas em pasta como vantajosa
frente & transesterificacdo “in situ”.'® Song et al.™ avaliou a viabilidade técnico-
econdmica do processo de produgao de biodiesel via hidrélise-esterificagdo a partir
de microalgas umidas e comparou com o processo de producdo de biodiesel

convencional (isto €, secagem, extragao lipidica, esterificacdo e transesterificagao).



20

A anadlise de energia e materiais indicou um alto consumo de energia (5,42 MJ/L de
biodiesel) da rota convencional, atribuidos principalmente a secagem e
transesterificagao, 2,36 e 1,89 MJ/L de biodiesel, respectivamente. Em contraste, o
consumo de energia do processo de hidrolise-esterificagdo foi reduzido, 1,81 MJ/L
de biodiesel, o equivalente a 33,39% do processo convencional.

Levine et al.*® demonstrou pela primeira vez a possibilidade de realizar a
hidrolise “in situ” de lipideos celulares em biomassa de algas umidas, reter esses
lipideos dentro de um sdlido filtravel e entdo produzir biodiesel por esterificagdo ‘“in
situ” supercritica usando etanol. Os experimentos referentes a hidrélise supercritica
partiram de biomassa seca de Chlorella vulgaris (1 g) e umidificada com agua (4 g),
os tempos e temperaturas de reagdo estudados foram 15, 30, 45 e 60 minutos e
250, 225 e 300 °C, respectivamente. O produto da hidrolise ndo foi seco antes da
esterificacdo “in situ” e continham aproximadamente 46% em peso de agua. Na
esterificacdo “in situ” supercritica foram investigados os efeitos do tempo de reagéo
(60 ou 120 min), temperatura (275 ou 325 °C) e proporcao de etanol
(aproximadamente 2-8:1 p/p de Etanol: sélidos). As variaveis para hidrolise foram
fixadas em 250 °C durante 45 min; os sélidos recuperados por filtragcado continham
entre 77-90% dos lipideos originalmente presentes na biomassa de C. wulgaris,
principalmente na forma de acidos graxos. Quanto a esterificacdo, tempo mais
longo, maior temperatura e maior carga de etanol tenderam a aumentar o biodiesel
bruto e os rendimentos de FAEEs, que variaram de 56-100% e 34-66%,
respectivamente.

Com o intuito de evitar a secagem de biomassa, este trabalho investigou a
producdo de FAMEs via hidrolise-esterificagdo da biomassa umida das microalgas
Chlorella sp. e Nannochloropsis oculata.*® Os experimentos de hidrélise foram
realizados a partir de 20 g de biomassa seca (cada reacao), umidificada até alcancar
teores de 50 ou 100% m/m de agua (em relagao a biomassa seca) e adigao de 100
mL de hexano como co-solvente. Testaram-se as concentracbes de catalisador
(H2SO4) de 20, 40 e 60% p/p a 100 °C sob agitacdo constante durante 4 h. As
condi¢des de esterificagao foram: metanol a uma razdo molar de 30:1 (alcool:acido
graxo), 10% de H,SO4 a 100 °C por 4 h. Também foi avaliado o perfil de acidos
graxos antes e apos o processo de hidrolise-esterificacdo. Os melhores resultados
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em FAMEs foram obtidos para Chlorella sp. contendo 50 % de umidade, a partir do
processo de esterificagcdo com 20, 40 e 60% de catalisador, 6,8 (£0,3), 6,9 (x0,2) e
7,3 (£0,8)%,respectivamente; para N. oculata, nas mesmas condi¢cdes (exceto 20%
de H,SO,4) foram 4,8 (x0,3) e 5,1 (£0,2)%. A determinacédo dos perfis de ésteres
graxos nao revelou qualquer degradagao do FFA a partir da biomassa de microalgas
sob as condigdes de hidrélise-esterificagdo (Tabela 2). Ao comparar os resultados
com os resultados dos processos de extragao-transesterificagao e transesterificagao
‘in situ” usando biomassa seca, os processos de extragdo-transesterificagao e de
hidrolise-esterificagdo resultaram em rendimentos de FAMEs e perfis graxos
semelhantes, porém cabe ressaltar que o processo de hidrolise-esterificacdo
consome menos energia devido ao menor numero de operagdes unitarias, que
correspondem a secagem da biomassa e extracdo da fragdo lipidica, ambas as

operagdes sdo as mais dispendiosas energeticamente.

Tabela 2. Perfil dos ésteres metilicos de acidos graxos (%) obtidos a partir da
microalga Nannochloropsis oculata por hidrélise-esterificagdo e processo in situ.

Hidrolise-esterificagao Hidrolise-esterificagdao Processo

Entrada Ester Graxo ;0o 11,50, 50% agua) (60% H,SOs, 50% agua)  in situ

1 C14:0 7,29 6,88 7,28
2 C16:0 19,04 18,10 17,35
3 C16:1 14,57 15,82 14,99
4 C18:0 417 4,28 4,33
5 cis-C18:1 8,44 8,41 7,85
6 trans-C18:1 7,5 6,64 6,72
7 C18:2 5,91 5,3 5.38
8 C20:1 3,57 3,79 4.09
9 C20:4 7,09 7,49 7.76
10 C20:5 15,51 15,06 14.65

A partir de padres analiticos tripalmitina e acido palmitico Takisawa et al.'®
avaliou o efeito da agua nos processos de transesterificacdo e esterificacao,
respectivamente. Os rendimentos obtidos na transesterificagdo de TG foram 89,6%,
64,7%, 15,0% e 4,4% quando os volumes de agua adicionados foram 0,2, 0,4, 0,8 e

1,6 mL, respectivamente. Os rendimentos referentes a esterificagdo de FFA foram
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99,6%, 91,1%, 84,8% e 79,0% quando os volumes de agua adicionados foram 0,2,
0,4, 0,8 e 1,6 mL, respectivamente. Portanto, a reacdo de esterificacdo € mais
favorecida, uma vez que se tem somente uma etapa para obter os FAMESs, ou seja,
da reagao dos FFA com H,SO,4 obtem-se diretamente éster e agua. Na sequéncia,
utilizando a microalga Chlorella sp., foi adicionada agua a biomassa seca até
alcancar 80% de umidade, avaliaram-se os efeitos da temperatura e volume de
acido sulfurico na hidrolise; o efeito da hidrdlise no rendimento de FAMESs; e depois
esterificou os hidrolisados com elevado teor de agua. Os FFA atingiram o valor
maximo a 140, 150 e 160 °C em 40, 20 e 10 min, respectivamente. Em relagdo ao
volume de H,SO,4, os FFA atingiram o valor maximo em 200, 300 e 400 mL/kg de
microalgas secas durante 40, 30 e 20 min, respectivamente. Finalmente, o
rendimento de FAMEs por esterificagdo dos hidrolisados foi aumentado em 181,7%
em comparagao com a transesterificagao “in situ” com a mesma quantidade de agua
(80%).

Outro estudo realizado por Takisawa et al.*’ desenvolveu a hidrélise-
esterificacdo simultanea (SHE, simultaneous hydrolysis-esterification), usando acido
sulfurico e cloridrico em um processo com etapa unica. Empregando novamente pé
de Chlorella seca comercialmente disponivel, adicionou-se agua destilada ao pé de
microalgas para reproduzir microalgas colhidas e concentradas onde o teor de agua
microalgal foi assumido como 70-90%. Foi conduzido o estudo utilizando o design
ortogonal L,7 e os efeitos do teor de agua, volume de acido sulfurico, volume de
metanol, temperatura e tempo em SHE foram examinados. Verificou-se que o teor
de agua foi o fator mais influente através da experiéncia com o design ortogonal L.
Quantidades equimolares de acido sulfurico e acido cloridrico mostraram resultados
semelhantes; pode considerar-se que a falta de metanol provoca a inibicado da
esterificacdo e o excedente de metanol leva a hidrélise mais lenta; o aumento da
temperatura acelerou a taxa inicial de produ¢cdo de FAMEs, porém, os conteudos de
FAMEs a varios niveis de temperatura durante 6 h sdo semelhantes (exceto 150 °C,
pois 0 aquecimento excessivo pode resultar na degradacédo de FFA no processo de
hidrc')lise18). O aquecimento excessivo pode resultar na degradacdo de FFA no
processo de hidrdlise. Segundo os autores, este método tem grande potencial em
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termos de produgdo de biodiesel a partir de microalgas, uma vez que nao séo

utilizados solventes organicos.

3.5. Acetona: solvente dispersor

O uso de solvente dispersor surgiu a partir da técnica de Microextragado
Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction), proposta em 2006 por Rezaee et al.*® A DLLME baseia-se no
processo de particdo dos analitos entre duas fases liquidas imisciveis, sendo uma
delas a fase aquosa e a outra uma fase orgéanica. Utiliza um solvente dispersor,
miscivel no solvente extrator (fase organica) e na amostra (fase aquosa), bem como
um solvente extrator, imiscivel na fase aquosa, sendo baseada em um sistema

ternario de solventes.***°

Segundo Maeda et al.”’

a acetona pode ser empregada como co-solvente
ideal para producao de biodiesel a partir da transesterificacdo de diversos 6leos com
metanol na presenga de catalisadores basicos. Como a acetona apresenta
polaridade intermediaria, € soluvel tanto em solventes apolares quanto polares. Além
disso, uma importante propriedade da acetona, como um solvente aprético, € a sua
capacidade de estabilizar o ion metdxido, que é o intermediario para a reacdo de

transesterificagao, de acordo com o mecanismo SN2.%2
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Equipamentos

Para a realizagédo deste trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:
placa de aquecimento e agitagdo magnética da marca Fisatom MOD 752; balancga
analitica marca Shimadzu modelo AY220; balangca semi-analitica Shimadzu modelo
BL 3200H; bomba de vacuo marca Quimis, vazdo 60 L min™, potencia 1/SHP; rota
evaporador marca Fisatom modelo 801; balanga analitica Bioprecisa modelo FA
2104N; agitador de tubos de ensaio vortex marca B. Braun Biotech Internacional
modelo Certomat MV, agitador mecanico marca Fisatom modelo 7130; centrifuga
refrigerada marca Cientec modelo CT5000R; banho de ultrassom marca Quimib
model 03350; centrifuga clinica 4000 rpm marca CENTRIBIO; estufa de esterilizagao
e secagem modelo 400/ND marca NOVA ETICA; micro-ondas de sintese com

poténcia de 300W Discovery CEM Discovery & Explorer SP.

4.2. Materiais e vidrarias

Para os processos de extragao, transesterificacao e hidrolise-esteriificacédo
foram utilizados balées de 3 bocas de fundo redondo com capacidade de 250 mL,
baldes de fundo redondo com capacidade de 25 e 50 mL; erlenmeyers com
capacidade de 125, 250 e 500 mL; funil de vidro sinterizado; Kitassato com
capacidade de 250 e 500 mL; pingas, pipetas de Pasteur; funil de separagdo com

capacidade de 125 e 250 mL; condensador, e banho de silicone.

4.3. Reagentes e solventes

Todos reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram adquiridos
comercialmente. Sdo eles: formiato de amoénio 97% grau reagente, Sigma Aldrich;
alcool metilico P.A., Synth; cloroformio P.A, Synth; hexano P.A, Brenntag; acido
sulfurico 98% P.A, Merck; acetona 99,8% grau HPLC, Merck; heptano, grau HPLC,
J.T.Baker; hexano 95% grau HPLC, Mallinckrodt; hidréxido de sédio P.A, Synth;

sulfato de magnésio P.A, Synth; agua destilada; e silica gel F254.
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4.4. Padroées analiticos

Para as analises realizadas por cromatografia gasosa foram utilizados os
seguintes padrbes da Sigma-aldrich ou Fluka, com pureza 299%: nonanoato de
metila, decanoato de metila, undecanoato de metila, dodecanoato de metila,
miristato de metila, pureza 299.5%, Fluka, USA; mistoleato de metila, pentanoato de
metila, palmitato de metila, palmitoleato de metila, heptadecanoato de metila, pureza
299%, Fluka, U.S.A; estearato de metila, oleato de metila, elaidato de metila,
linoleato de metila, linolenato de metila, nonadecanoato de metila, eicosanoato de
metila, eicosenoato de metila, eicosatrienoato de metila, eicosatetranoato de metila,
eicosapentanoato de metila, heneicosanoato de metila, docosanoato de metila,
docosenoato de metila, docosahexaenoato de metila, tricosanoato de metila,

tetracosanoato de metila, pureza 299%, Fluka, U.S.A.; tetracosenoato de metila.

4.5. Matéria-prima

A microalga Chlorella sp. foi adquirida comercialmente (Purifarma, Sdo Paulo,
Brasil). As espécies de microalgas Nannochloropsis oculata (Eustigmatophyceae),
Amphora coffeaeformis (Bacillariophyceae), Chaetoceros gracilis (Bacillariophyceae),
Isochrysis galbana (Prymnesiophyceae), respectivamente catalogadas como NANN
OCUL-1, AMPHCOFF, CHAEGRAC ISOCGALB. Foram obtidas da colecédo do
Laboratério de Ecologia de Fitoplancton e Microrganismos Aquaticos da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.6. Procedimento Experimental
4.6.1. Cultivo e colheita das microalgas

Todas as microalgas foram cultivadas em agua do mar e fertilizante agricola
de baixo custo (marca Ouro Fértil) na Estagdo Marinha de Aquicultura (EMA) da
FURG. As células de N. oculata foram cultivadas em tanques de cultura de 1600 L.
O meio de cultura utilizado nestes estudos consistiu em fertilizante comercial
contendo sulfato de amédnio, uréia, superfosfato de calcio, cloreto férrico e vitaminas
B1, B6 e B12.%° Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de cultura: salinidade de 28
PSU, temperatura média de 20 ° C e luz natural; o foto periodo utilizado para essas
experiéncias foi de 12 h de luz e 12 h de escuriddo. As células foram misturadas
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borbulhando ar atmosférico através dos tanques, e as células foram concentradas
por floculagao utilizando um floculante comercial (copolimero catidénico sintético de
acrilamida, Flopam® 4880, SNF Floerger, Franca) apés 15 dias de crescimento.>* As
espécies de microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana foram cultivadas a
partir de seus respectivos inéculos em meio F/2-Guillard®® no volume inicial de 200
mL, depois de 24 horas é repicado (adicionar meio nutritivo e aumentar o volume)
para um Erlenmeyer de 2 litros que por sua vez foi repicado para um recipiente de
20 litros (Figura 7a), o volume de 20 litros de cultivo foi dividido para 4 recipientes de
20L e adicionado meio nutritivo (Figura 7b), cada recipiente de 20 L foi transferido
para um tanque de 200L e adicionado fertilizante agricola como meio nutritivo
(Figura 7c¢) os quais foram monitorados como descrito no item 4.6.1 até o final do
periodo de cultivo (Figura 7d). O meio de cultivo utilizado foi o mesmo empregado
para a N. oculata.’® Cinco tanques de 200 L, para cada espécie, foram mantidos em
ambiente com condi¢des controladas de iluminacao constante (24 h), temperatura de
23 £ 1°C e salinidade de 25 PSU, foram cultivados por 15 dias (exceto para /.
galbana que foram 21 dias de cultivo). Temperatura, pH, salinidade foram verificados
duas vezes ao dia, utilizando multiparametro (YSI model ® 556 MPS-USA). A cada
trés dias amostras foram coletadas para quantificar: nitrogénio amoniacal total,
fosfato e densidade celular. A determinagao da densidade celular foi realizada com
auxilio de uma Camara de Neubauer e microscépio binocular Nikon E200 em 400

vezes.
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Figura 7. Scaling-up do cultivo de microalgas

As células das trés espécies foram concentradas por floculagdo da mesma
foram descrita acima para N. oculata. As microalgas A. coffeaeformis e I. galbana
foram floculadas com Tanfloc um polimero organico-catibnico de baixo peso

molecular (Figura 8).

Figura 8. Colheita de microalgas por floculagao
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Ap6s a colheita das quatro espécies, todas foram encaminhadas ao
laboratério Kolbe da Escola de Quimica e Alimentos da FURG. Neste, todas as
microalgas foram lavadas com solugdo de formiato de amoénio 0,5 mol L para
remocgao do sal do espaco intracelular das células, impedindo que a quantidade de
sal fosse somada ao peso seco da biomassa total. Em seguida, as microalgas foram
centrifugadas sucessivamente até 50% de umidade, e armazenadas em freezer a -4
°C.

4.6.2. Extragcédo e determinagé&o do teor de lipideos

As microalgas foram previamente secas a 60 °C em estufa com circulagao de
ar. Em seguida, 0,5 g de amostra e 1,5 mL de CHCI;:MeOH (2:1 v/v) foram
adicionados em um tubo de ensaio e colocado em banho de ultrassom por 20 min e
centrifugado por 5 min. A fase organica foi coletada e o solvente evaporado a
pressao reduzida até massa constante para obtencdo da massa da fragao lipidica e
calculo do teor de lipideos (equacdo 1).2°® Todos os procedimentos foram realizados

em triplicata.
Teor de lipideos (%) = (massa de lipideos X 100) / massa de amostra (1)

4.6.3. Determinacgao do perfil de acidos graxos derivados das microalgas

A derivatizacéo da fragao lipidica das microalgas foi realizada de acordo com
um estudo anterior.’” Em um baldo de 25 mL contendo fragdo lipidica (200 mg)
foram adicionados 3 mL da solugdo de trifluoreto de boro/metanol. A mistura foi
aquecida em banho de silicone a 70 °C e mantida sob refluxo e agitagdo magnética
durante 20 min. Em um funil de separacgao, a mistura derivatizada foi lavada com 15
mL de hexano e 20 mL de agua destilada. As fases organica e aquosa foram entao
separadas. A fase orgéanica contendo os ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs)
foi seca e o solvente foi evaporado a 50 °C.

Os perfis de acidos graxos foram determinados por cromatografia gasosa com
detecgéo por espectrometria de massas (GC-MS, Gas Chromatography with Mass
Spectrometry). Para as analises foi empregado um cromatografo a gas com detector

de massa, modelo GC-MS-QP2010 Plus da Shimadzu, equipado com um injetor
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split/splitless, fonte de ionizagao por Impacto de Elétrons (El, Electrons impact),
analisador de massa quadrupolo. Para separagdo cromatografica usou-se uma
coluna capilar de silica fundida: 5% Crossbond difenil/95% de dimetil polisiloxano (30
m x 0,25 mm x 0,25 ym) RTX-5MS, marca Restek. A fase mével utilizada foi gas
Hélio (marca White Martins) grau 5.0 analitico (99,999% de pureza). Para aquisigao
dos dados foi obtida através do software Shimadzu GC solution. As condicbes
cromatograficas empregadas foram: injecdo de 1 pL a alta presséo (300 kPa); razéo
split 1: 100; scan de 30 a 500 m/z em 0,2 segundos; ionizagao por impacto de
elétrons a 70 eV; temperatura do injetor de 250 °C; temperatura inicial do forno 80
°C (0 min), seguida por gradiente de 10 °C/min a 180 °C e depois 7 °C/min a 330 °C,
com tempo de analise total de 32,43 min; interface 280 °C; fonte de ions 230 °C. Os
analitos foram identificados por comparagao com os tempos de retencdo dos seus
respectivos padroes de referéncia e foram quantificados por normalizacdo das

areas.*

4.6.4. Método de micro-ondas para extragdo de lipideos

Cada experimento foi realizado com 0,5 g de biomassa seca umidificada com
agua destilada (50% m/m em relagéo a biomassa) em um tubo apropriado de 35 mL
e 1,5 mL de uma mistura de cloroférmio: metanol (2:1 v/v) foi adicionada a cada
extragado, o tubo foi submetido a irradiagdo de micro-ondas (300 W de poténcia) no
modo Power Max. Em seguida, a fase organica foi cuidadosamente recolhida. O
mesmo processo (adicdo de solvente e irradiacado) foi realizado trés vezes, e o
solvente foi evaporado sob pressao reduzida até peso constante. A fracao lipidica
total foi calculada conforme equacéo 1.8°°

Um delineamento composto central 22 foi realizado para determinar a melhor
condigdo de extragdo.’® As variaveis foram tempo (1, 5,5 e 10 min) e temperatura
(40, 60 e 80 °C). A melhor condigdo foi repetida triplicando a quantidade de
biomassa para avaliar se a melhor condi¢do seria mantida variando a massa de
microalgas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata para a aplicagéao

do teste de multipla comparagao de Tukey.
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4.6.5. Analise de dados
O software Statistica 6.0 (StatSoft Inc., USA) foi utilizado para o planejamento
experimental e analise estatistica dos dados experimentais. A analise de variancia

(ANOVA) foi empregada para estimar os paradmetros estatisticos.

4.6.6. Caracterizacdo por Microscopia Eletrbénica de Varredura - MEV

As amostras de N. oculata analisadas por MEV foram os respectivos residuos
sélidos de microalgas apos processos de extragdo por ultrassom e micro-ondas,
conforme descrito nos itens 4.6.2 e 4.6.4. Além disso, também foi analisada uma
amostra controle de N. oculata seca.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada no Centro de
Microscopia Eletrénica da Zona Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio
Grande — FURG, com o espectrometro (JEOL JSM 6010 LV) operando a 20 kV, com
magnificacdo de 30k. As amostras foram depositadas num stub através de fita
adesiva dupla face e em seguida recobertas com carbono. Para o revestimento, foi
utilizado um equipamento da Dentun Vacuum, onde as amostras foram expostas

durante 120 s a uma corrente de 19 mA.

4.6.7. Hidrolise-Esterificagcdo
O processo de hidrélise-esterificagao foi baseado no método desenvolvido por

Alves-Sobrinho et al.*

Primeiramente, foi aplicada a etapa de hidrolise a microalga
Chlorella sp. umidificada com agua até obter 50% (m/m em relagdo a biomassa
seca) de umidade e otimizada as condi¢des de esterificagdo. Em um segundo
momento, foi otimizada as condi¢gdes de hidrélise utilizando a biomassa umida de N.

oculata.

4.6.7.1. Hidrolise da biomassa umidificada

Em um total de 40 g de Chlorella sp. seca foi adicionada 20 g de agua
destilada, foi misturado num baldo de 3 bocas; 20% de acido sulfurico (m/m de
biomassa seca) foi usado como catalisador; 200 mL de hexano foi adicionado como
co-solvente; a reacéo foi realizada a 100 °C sob agitagdo mecanica e refluxo durante

4 horas. Apos a reagao, a mistura foi filtrada a vacuo num funil de vidro sinterizado
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para separar a biomassa umida. Em seguida, adicionou-se 200 mL de hexano a
biomassa, agitou-se a mistura e filtrou-se novamente. As fragées organicas contendo
0 acido graxo bruto foram evaporadas sob pressao reduzida a 60 °C para remover o

hexano até massa constante para esterificagao subsequente.

4.6.7.2. Reacgéo de esterificagdo

Os acidos graxos brutos foram submetidos a esterificacdo na presenca de
metanol na razdo molar 30:1 (alcool:acido graxo); foram testados os catalisadores
acidos H,SO,4 e HoNSO3H*®, 10 e 20% (m/m de biomassa seca) respectivamente;
tempo reacional de 1 e 4 horas; e temperatura de 60 e 100 °C. Quando a reagao
estava completa, a mistura reacional foi neutralizada com uma solugdo de
NaOH/metanol e evaporada sob pressao reduzida. O produto bruto foi tratado com
hexano (100 mL) durante 120 min, e a fragdo soluvel em hexano (contendo os
FAMESs) foi separada da fracdo aquosa (residuo) por filtragdo a vacuo com funil de
vidro sinterizado, o filtrado foi seco com MgSO4 anidro e o solvente foi removido sob
pressao reduzida a 60 °C até massa constante. A reacdo foi monitorizada por
cromatografia em camada delgada, realizada em placas de vidro revestidas com
silica gel. Utilizou-se como eluente uma mistura de hexano: éter dietilico (80:20 v/v)
e os produtos foram revelados utilizando vapor de iodo.

O teor de ésteres das amostras foi determinado seguindo o método europeu
de referéncia para determinacao do teor de ésteres metilicos de acidos graxos EN
14103.%° A escolha da condicdo ideal de reacdo foi feita apds aplicagdo do teste de
multipla comparacao de Tukey, usado para indicar a diferenga significativa entre as
diferentes temperaturas e tempos de reacdo estudados, com nivel de 95% de

significancia adotada para todas as médias comparadas.

4.6.7.3. Hidrdlise da biomassa umida

Para este estudo foi usado 4,5 g de pasta umida de N. oculata (equivalente a
3,0 g de biomassa seca e 50% em massa de agua). Além do co-solvente hexano (10
mL), foi investigado o potencial da acetona como solvente dispersor. Um
delineamento composto central 2° foi realizado para determinar a melhor condigéo
de hidrdlise.®” As variaveis foram volume acetona (5, 7,5 e 10 mL), quantidade de
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H.SO4 (10, 20 e 30% em relagdo a biomassa seca) e tempo de reacéo (1, 2,5 e 4
horas). Ao final de cada experimento, a mistura reacional foi tratada conforme
descrito no item 4.6.7.1 deste trabalho, para posterior esterificagcdo seguindo a

condigao 6tima obtida a partir do item 4.6.7.2.

4.6.7.4. Caracterizagdo por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para
nucleos 'H e *C

Amostras dos FAMEs das microalgas Amphora coffeaeformis, Chaetoceros
gracilis, Isochrysis galbana e Nannochloropsis oculata foram caracterizados por
RMN. Os experimentos de ressonancia magnética nuclear para nucleos 'H e °C
foram realizados no Centro Integrado de Analises (CIA-FURG), utilizando um
espectrdmetro Bruker Ascend 400 MHz. As amostras foram dissolvidas em
Cloroférmio deuterado (CDCl3), € os ensaios realizados a temperatura ambiente. Os
deslocamentos quimicos sao indicados em & (ppm) a partir do padrao interno de

tetrametilsilano (TMS) e as constantes de acoplamento (J) séo relatadas em Hz.

4.6.8. Transesterificagdo do extrato lipidico

A transesterificacdo dos extratos lipidicos obtidos tanto pelo processo de
extragdo convencional (item 4.6.2) quanto por extracdo via irradiacdo de micro-
ondas (item 4.6.4) foi realizada utilizando 10% de H,SO, como catalisador (em
relacdo a massa de lipideos), sob refluxo e agitacdo constante durante 4 h a 100 °C.
Quando a reagao estava completa, o excesso de alcool foi evaporado sob pressao
reduzida e adicionou-se hexano. A mistura foi filtrada sob vacuo. O filtrado foi
separado e seco com MgSQO4 anidro. O hexano foi removido sob pressao reduzida a
60 °C para se obter os FAMEs.>®

4.6.9. Transesterificagao “in situ”

Neste processo, foram misturados 10 g de biomassa seca e 30 ml de metanol
com 20 % de H,SO4 (m/m de biomassa seca) como catalisador em um balédo de 3
bocas. A reacdo foi realizada sob agitacdo mecanica e refluxo, nas mesmas
condicbes de tempo, temperatura e tratamento apds o final da transesterificacdo

descritas no item 4.6.8.



33

4.6.10. Conversdo de FAMEs

A conversdo de FAMEs foi realizada com base nos trabalhos realizados por
Im et al.**%! Para investigar a quantidade maxima de FAMEs nas diferentes espécies
de microalgas estudadas no presente trabalho foram realizadas extragdes conforme
descrito no item 4.6.2, em seguida os respectivos extratos lipidicos foram
transesterificados e tratados segundo o item 4.6.8 deste trabalho. O preparo da
amostra: 100 mg de biodiesel diluida em 1 mL do padrao interno Heptadecanoato de
metila (C17:0) na concentragdo de 10000 mg L preparado em heptano.

Para a analise de conversdao de FAMEs foi utilizado um cromatégrafo a gas
modelo GC-2010 da Shimadzu, equipado com detector por ionizagcdo em chama
(GC-FID, Gas Chromatography with Flame lonization Detection), injetor do tipo
split/splitless; e amostrador automatico. Para separagdo cromatografica foi usada
uma coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria de 100% Polietilenoglicol
(PEG) e dimensdes 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym (RTX-Wax marca Restek). Sistema
para aquisicdo de dados através do software Shimadzu GC solution. Os gases
usados no sistema cromatografico foram: hidrogénio, nitrogénio, e ar sintético, todos
da marca White Martins, grau 5.0 analitico e pureza de 99,999%. Condicoes
cromatograficas: temperatura do injetor 250 °C; forno 200 °C (separacgao isocratica);
detector 250 °C; tempo total cada analise de 30 min. A conversdo de FAMEs foi
calculada com base na razdo entre a area do sinal do padrao interno C17:0 e o
somatorio das areas dos sinais dos FAMEs produzido a partir de microalgas.®® Em
seguida, o teor de conversdao pdde ser obtido dividindo a massa de FAMEs

determinada experimentalmente pela quantidade maxima de FAMEs (equacéo 2).°’

ConversaoFAVEs — massaobtidade FAMES 4 o) 2)

maximode FAMEs
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4.7. Representacao dos processos para producao de FAMEs derivado de
microalgas empregados neste trabalho

( Microalga extragdo por
¢ L(pasta umida) micro-ondas

- oo ~ lipideos
(Hldrollse-esterlflcagaca CD

- transesterificacao|

biomassa
seca
processo
convencional e
( transesterlflcagao)
—@xtragéo por solvente "in situ”

transesterificagcao

biomassa
residual

Figura 9. Processos empregados para produgdo de FAMEs de microalgas
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cultivo de microalgas

Os resultados de densidade celular média para as microalgas N. oculata, A.
coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana foram 6715(x7,9) x 10° cel L™ (Figura 10),
60,18(x1,7) x 10° cel L (Figura 11), 9642(+3,1) x 10° cel L (Figura 12) e
10226(+5,0) x 10° cel L™ (Figura 13), respectivamente. S&o observados nos graficos
que os cultivos foram interrompidos ainda na fase exponencial, exceto o cultivo de A.
coffeaeformis que encontrava-se na fase de declinio da densidade celular. As fontes
de nitrogénio e fosforo séo fatores limitantes do crescimento celular, as microalgas
sao capazes de realizar consumo luxuriante de fésforo, cerca de 8 a 16 vezes mais
que a quota minima do elemento.®> No caso da A. coffeaeformis o fosfato de calcio
havia sido quase totalmente consumido, no 15° dia a concentragdo de fosfato no
meio era menos de 1mg L™, este deve ser o provavel motivo para este cultivo ter
entrado na fase estacionaria e logo em declinio e baixa densidade celular.

Borges-Campos et al.®?

avaliou 10 espécies de microalgas quanto ao
crescimento e a composigao quimica, cultivadas em meio Conway durante10 dias,
dentre essas microalgas a N. oculata que apresentou densidade celular média de
7860 x 10° cel L. Nguyen-Deroche et al.®® cultivou A. coffeaeformis por 5 dias em
agua do mar artificial, a maior densidade alcancada foi de 670(%3,7) x 10° cel L™.
Moura Junior et al.®® avaliou a composicdo quimica de C. gracilis e I. galbana
cultivadas de acordo com a metodologia utilizada pela Empresa Aqualider, meio de
cultivo f/2, as analises de densidades foram realizadas no inicio da fase exponencial
de crescimento, os resultados encontrados foram 2450(+70,7) x 10° cel L™ para C.
gracilis e 3295 x 10° cel L™ para /. galbana. E dificil comparar densidades celulares,
mesmo em condi¢des idénticas de cultivo, mas foi observado que os resultados

obtidos ndo estao discrepantes com a literatura, exceto para A. coffeaeformis.
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Figura 10. Densidade celular do cultivo de N. oculata (x10° cel L") em meio
fertilizante.
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Figura 11. Densidade celular do cultivo de A. coffeaeformis (x10° cel L™") em meio
fertilizante.
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Figura 12. Densidade celular do cultivo de C. gracilis (x10° cel L") em meio
fertilizante.
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Figura 13. Densidade celular do cultivo de /. galbana (x10° cel L") em meio
fertilizante.

As paredes celulares das microalgas possuem carga negativa, esta carga
esta relacionada com a presenca de grupos carboxila, sulfato ou fosfato na
superficie das células das microalgas, possibilitando que as células fiquem em
suspensdo.?? Na colheita das microalgas a funcdo do floculante catibnico foi
neutralizar a carga negativa da parede celular das microalgas e reduzir a repulsao
elétrica entre elas, causando assim a agregacdo das células e formacao de
aglomerados pesados que sedimentaram no fundo dos tanques.

As figuras 14, 15 e 16 mostram cada espécie de microalga sendo

concentradas, através de sucessivas centrifugacdes, até alcangar em torno de 50%
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em massa de agua em relagdo a massa de microalga seca. O rendimento dos
cultivos, em gramas de células secas, para as microalgas N. oculata, A.
coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana foram aproximadamente 46,70 g, 170 g, 100 g

e 180 g, respectivamente.

Figura 14. Microalga A. coffeaeformis: a) biomassa sem centrifugar; b) primeira
centrifugacgéao; c) biomassa com 50% de umidade (m/m).

Figura 15. Microalga C. gracilis: a) biomassa sem centrifugar; b) primeira
centrifugagao; c) biomassa com 50% de umidade (m/m).

Figura 16. Microalga /. galbana: a) biomassa sem -cen"trifugar; b) primeira
centrifugacgéo; c) biomassa com 50% de umidade (m/m).

5.1.1. Determinacéo do teor de lipideos e perfil de acidos graxos
A extracao, determinacao do teor de lipideos, derivatizacdo da fracao lipidica
e perfil de acidos graxos foram realizados utilizando CHCI3:MeOH (2:1 v/v) para as
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quatro microalgas cultivadas como descrito nos itens 4.6.2 e 4.6.3 deste trabalho,
respectivamente. O teor de lipideos obtidos para as microalgas A. coffeaeformis, C.
gracilis, I. galbana e N. oculata foram 15,91(+0,08)%, 23,6(x0,54)%, 18,25(x1,2)% e
28,51(x£0,7)% respectivamente. A Tabela 3 apresenta o perfil de acidos graxos para
as microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata. A microalga A.
coffeaeformis apresentou como majoritarios os acidos graxos C14:0, C16:1 e C16:0
(ordem decrescente de percentual); a C. gracilis apresentou como majoritarios os
acidos graxos C14:0, C16:1 e C16:3; a I. galbana apresentou como maijoritarios os
acidos graxos C18:1c, C16:0 e C14:0; e por sua vez a microalga N. oculata
apresentou como majoritarios os acidos graxos C16:0, C16:1 e C20:5. De acordo
com a literatura, as microalgas A. coffeaeformis, I. galbana e N. oculata possuem
dentre os seus acidos graxos majoritarios o acido palmitico e, no caso da /. galbana,
inclui-se também o acido oléico como majoritario, caracteristica comum da maioria
dos 6leos vegetais empregados para producdo comercial de biodiesel.’

ApOs a extracdo e a determinacdo do teor de lipideos utilizando método
convencional com ultrassom, foi confirmado o potencial dessas espécies para
estudo, pois possuiam paredes celulares distintas, teor de lipideos consideravel e
perfil graxo promissor para producdo de biodiesel. Visando métodos rapidos,
eficientes e robustos para se trabalhar com a biomassa Umida das quatro microalgas

cultivadas deu-se seguimento a este trabalho.



Tabela 3. Perfil graxo das microalgas cultivadas neste trabalho usando fertilizante comercial

Acido graxo A. coffeaeformis C. gracilis I. galbana N. oculata
Miristico (C14:0) 16,5 (x0,1) 25,9 (x2,4) 17,2 (x0,5) 4,4 (£0,1)
Pentadecanoico (C15:0) * * * *
Palmitico (C16:0) 22,6 (x0,2) 8,3 (£1,0) 17,3 (£0,9) 31,3 (x0,6)
Palmitoleico (C16:1w7c) 33,6 (x0,6) 27,9 (+0,2) 10,6 (£1,1) 24,2 (£0,2)
Hexadecatriendico (C16:3w3c) 6,9 (£0,1) 24,9 (x1,9) * *
Estearico (C18:0) * * * *
Oléico (C18:1w9c) 1,9 (x0,1) * 28,0 (£3,8) 6,9 (£0,2)
Elaidico (C18:1w9t) 1,0 (x0,0) 1,5 (x0,4) 8,2 (£0,4) *
Linoléico (C18:2w6c) 2,4 (x0,2) * 13,6 (x0,6) 2,3 (£0,1)
Araquidénico (C20:4w6) 2,5 (x0,1) * * 3,4 (£0,2)
Eicosapentaendico (C20:5w3) 10,6 (£0,5) 8,2 (£1,9) * 25,5 (+0,3)
Docosahexaendico (C22:6w3) * * 1,8 (£0,3) *
Tetracosanoico (C24:0) * * * *
Outros acidos’ 1,7 (£0,1) 3,3 (£0,9) 3,4 (£1,3) 2,1 (x0,1)
Total saturados 39,9 (x0,4) 35,4 (£3,7) 36,7 (£2,3) 37,3 (x0,8)
Total insaturados 36,5 (£0,7) 30,2 (x0,7) 47,1 (£5,5) 31,7 (0,4)
Total w3 e w6 acidos graxos 22,8 (£0,9) 34,4 (£t4,4) 16,2 (£1,3) 31,1 (x0,6)

* N&o detectado ou valor inferior a 1. '=acidos graxos minoritarios.



5.2. Desenvolvimento do método de micro-ondas para extragcao de lipideos de
biomassa umida
5.2.1. Delineamento composto central 2

Para obtencdo das melhores condigdes de extracdo dos lipideos por
irradiagédo de micro-ondas foi realizado um delineamento composto central 22, com
um total de 7 ensaios (trés repeticbes no ponto central), foi investigado as variaveis
tempo e temperatura.58 A Tabela 4 mostra as condi¢gdes experimentais e os
rendimentos para as extragdes de lipideos. Observou-se que o0s maiores
rendimentos foram obtidos nos ensaios 3 e 4. No ensaio 3 a amostra foi submetida a
irradiacado durante 1min (nivel -1) a 80 ° C (nivel +1) obtendo 30,18% de extrato
lipidico, ja no ensaio 4 a amostra foi submetida a mesma temperatura (nivel +1) mas
por um periodo de tempo mais longo, 10 minutos (nivel +1) de irradiagdo, extraindo
31,62% de lipideos.

A Figura 17 apresenta os efeitos das variaveis nas extragdes de lipideos. O
grafico demonstra o efeito positivo para as variaveis tempo e temperatura, e também
a interacao positiva entre as variaveis. Observou-se que ambas as variaveis tiveram
efeito significativo nas extragdes lipidicas, com nivel de confianga de 95% (p <0,05),
mas a variavel temperatura exerceu um efeito consideravelmente maior sobre a
extragao lipidica frente a variavel tempo. Outros estudos também apresentaram
efeito positivo da temperatura em extracdes de lipideos, por exemplo, a presenca de
triacilglicerdis € maior a temperaturas elevadas combinadas com tempos de extragao
mais curtos.?**%®%° O aumento da temperatura é devido as forcas de atrito dos
movimentos inter e intracelular.®® Conseqiientemente, o aquecimento intracelular faz
com que o vapor de agua provoque a ruptura celular, liberando o conteudo lipidico.®'

Outro fato a se considerar € que a composi¢cao do biodiesel de microalgas
varia de acordo com o0s acidos graxos que os compdem, espécie de microalga e
muitas vezes também difere de acordo com a forma de colheita da biomassa
algacea e de extragao da fragao lipidica.”® Com o objetivo de avaliar se os diferentes
tempos aos quais as amostras estavam sendo expostas a irradiagao de micro-ondas
teria influéncia em seus perfis graxo foi realizada a analise do perfil de acidos graxo
para as amostras que apresentaram maior rendimento lipidico (ensaios 3, 4 e 5,

Tabela 4) e seus respectivos perfis foram comparados entre si e com o perfil de uma
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amostra extraida aplicando o método convencional. Para determinagcdo do perfil
graxo as amostras foram derivatizadas conforme descrito no item 4.6.3. Pode-se
observar na Tabela 5 que quanto maior o tempo de exposicdo da amostra a
irradiagdo de micro-ondas observou-se uma diminuigdo gradativa no percentual de
acidos graxos poliinsaturados (w3 e w6) e insaturados. Esta constatagdo comprova
que a condigao ideal escolhida para a extracdo de lipideos a partir de biomassa
algacea umida € o nivel -1 para a variavel tempo e o nivel +1 para a variavel
temperatura, que correspondem aos valores de 1 min de irradiagdo de micro-ondas
a 80 °C (ensaio 3, Tabela 4), pois trata-se da condigdo mais eficaz de extracédo,
quando se considera a relagdo tempo e temperatura, além de né&o influenciar no
perfil dos acidos graxos da amostra quando comparado com as demais condigoes
estudadas. Cabe ressaltar que ao comparar a condicdo determinada como ideal
para extracao de lipideos por micro-ondas com o método convencional os perfis de
acidos graxos foram muito similares. Com 1 min de irradiagdo de micro-ondas a 80
°C foi encontrado 29,78(+0,67)% do &cido eicosapentaendico (C20:5) que é

comumente encontrado em quantidades mensuraveis em lipideos de N. oculata.*®™®

Tabela 4. Matriz do delineamento composto central 2° com valores codificados, os
valores reais (entre parénteses) e respectivos rendimentos.
Tempo, Temperatura, Biomassa, Lipideos, Rendimento,

Ensaio

min °C g g %
1 -1 (1) -1 (40) 0,54 0,16 28,83
2 +1(10) -1 (40) 0,53 0,15 28,23
3 —1 (1) +1 (80) 0,52 0,16 30,18
4 1(10) +1 (80) 0,50 0,16 31,62
5 0 (5,5) 0 (60) 0,50 0,15 29,04
6 0 (5,5) 0 (60) 0,50 0,12 24,54
7 0 (5,5) 0 (60) 0,50 0,14 27,95
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Figura 17. Estimativas dos efeitos do tempo e da temperatura na extragéo lipidica.
Efeito estatisticamente significativo (p <0,05) para a extragao lipidica; *Interagao
entre as variaveis.
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Tabela 5. Perfil de acidos graxos (%) da fragédo lipidica da microalga N. oculata extraido pelos métodos micro-ondas (em
diferentes condigdes) e por ultrassom.

] Condigoes de extragao assistida por micro-ondas | Ultrassom
Acido Graxo 1mina80°C 55mina60°C 10minag0°C |  20M"
emp. amb.
Miristico (C14:0) 3,8 (x0,1) 11,8 (£0,3) 13,8 (£0,2) 3,8 (£0,2)
Pentadecandico (C15:0) * 2,1 (£0,1) 2,4 (£0,0) *
Palmitico (C16:0) 25,8 (£0,2) 37,2 (x0,4) 42,9 (x0,9) 27,3 (x1,0)
Palmitoleico (C16:1w7c) 24,7 (x0,2) 18,3 (x0,4) 15,2 (x0,2) 25,8 (x1,5)
Heptadecandico (C17:0) * 1,4 (x1,2) 2,4 (£0,1) *
Estearico (C18:0) * 1,2 (x0,0) 1,5 (x0,1) *
Oléico (C18:1w9c) 7,4 (£0,1) 7,9 (£0,2) 6,3 (x0,1) 8,0 (x0,1)
Linoléico (C18:2w6c) 2,8 (x0,1) 3,3 (x0,1) 2,6 (x0,1) 2,8 (£0,1)
Araquidénico (C20:4w6) 4,0 (x0,2) 2,9 (x0,1) 1,8 (x0,0) 3,6 (£0,3)
Eicosapentaendico (C20:5w3) 29,8 (x0,7) 11,4 (x0,4) 8,0 (x0,7) 27,8 (x2,0)
Outros acidos’ 1,6 (£0,3) 2,4 (£0,1) 3,2 (£0,1) 0,9 (£0,2)
Total saturados 30,9 (x0,5) 55,3 (x2,1) 65,4 (x1,3) 31,1 (21,2)
Total insaturados 32,5 (x0,3) 27,1 (x0,7) 22,2 (x0,4) 33,9 (¢1,6)
Total w3 e w6 acidos graxos 36,6 (x0,9) 17,7 (x0,6) 12,4 (x0,2) 31,4 (£2,3)

* Nao detectado ou valor inferior a 1.

'Y4acidos graxos minoritarios.
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Visando avaliar se variando a quantidade de biomassa haveria influéncia na
eficiéncia do método, extragcbes em triplicata com 0,5 g de biomassa e o triplo de
massa (1,5 g biomassa seca, mais 0,75 g de agua) foram realizadas. Em seguida,
aplicou-se o teste de Tukey, o teste ndo mostrou diferenga significativa entre os
resultados. Portanto, o método mostrou-se robusto frente a variagdo de massa
(Tabela 6, entradas 1-6).

Pode-se observar na Tabela 6 (entradas 4-6) que a extragao por micro-ondas
atingiu maior rendimento, com diferenga significativa em comparagdo com o
rendimento da extragdo por ultrassom (entradas 7-9). Comparando os tempos de
extracdo por micro-ondas e ultrassom, o método por micro-ondas mostrou-se mais
vantajoso, uma vez que seu tempo de extracdo € de 1 min enquanto que o tempo de
extracéo pelo método por ultrassom é de 20 min.

Outras pesquisas mostram extragbes por micro-ondas empregando a
microalga Nannochloropsis oculata, no entanto, aplicam tempos totais superiores a
trés minutos e poténcia superiores a 300 W.3*° McMillan et al.®*® Utilizou uma
poténcia de micro-ondas de 1025 W, ajustou a temperatura a 90 °C e aplicou
irradiagédo em ciclos de 30 s seguido de resfriamento, totalizando um tratamento de
20 min. Ali & Watson*® obteve o maior rendimento lipidico apés 5 min de tratamento,
foi 0,052 g/g de biomassa seca para 1021 W de poténcia alcangando 92,81% de
ruptura celular. Os principais acidos graxos livres presentes na composigdo dos
lipideos extraidos de N. oculata foram o acido oléico (C18:1), palmitico (C16:0) e
linoléico (C18:2), os autores declararam que o acido eicosapentaenodico (C20:5)
pode ser encontrado em quantidades mensuraveis em N. oculata, entretanto, nio foi
medido neste caso.*

Portanto, a radiagdo por micro-ondas € indicada como ideal para a extracao
de lipideos de biomassa umida de microalgas porque a constante dielétrica da agua
assegura que a energia térmica seja transferida para as paredes celulares de forma
mais eficiente com o aquecimento por radiagdo de micro-ondas.*® Além disso,
Naghdi et al.®® relata que atualmente as extracdes assistidas por micro-ondas sdo
avaliadas como um método econbmico para a extracdo de lipideos a partir de
biomassa umida de microalgas com base em tempos de reacédo curtos, extraindo

lipideos de alta qualidade.



46

Tabela 6. Rendimento de lipideos de N. oculata extraidos, médias com desvio
padrao e teste de Tukey.

Massa,

Método de

Rendimento,

Entrada extragao’ " Média?

1 0.5 eroond 30,31

2 05 % oaCS) 2939  31,7243,3°
3 0.5 ’ 35,47

4 15 Vicroond 36,26

5 15 1:5[:‘%2 fg 33,47 33,6 £2,6°
6 15 ’ 31,07

7 15 U 27 61

8 15 o r:IiSSZ%TC) 2912 28,510,8°
9 15 ’ 28,81

'Trés vezes cada tempo de extracdo. “As médias marcadas com letras diferentes na
mesma coluna diferem significativamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Foram realizadas analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) nas

tortas residuais da microalga N. oculata depois de submetida a extragdo de lipideos

por ultrassom, micro-ondas, também foi analisada uma amostra controle da

microalga em pdé sem sofrer nenhum tratamento de extragdo. Os dados de MEV

mostraram as alteragdes na morfologia das microalgas (Figura 18, A-C). O

tratamento com micro-ondas mostrou (Figura 18, C) multiplos danos as células,

causando ruptura celular, levando a rachaduras, fragmentag¢des e grandes detritos,

ou seja, um exemplo tipico de dano celular induzido por micro-ondas. Portanto,

houve uma destruicdo visivel em um tempo menor de tratamento.*® Considerando

que a amostra que sofreu tratamento com ultrassom (Figura 18, B) apresenta uma

morfologia celular mais esférica, caracteristica de células de N. oculata”" além de

isenta de fragmentos finos (Figura 18, A).
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Figura 18. Imagens MEV da biomassa de N. oculata: A) biomassa seca, B) residuo
de biomassa apés extragdo por ultrassom, C) residuo de biomassa apos extragao
por micro-ondas
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Para aplicacdo do método de micro-ondas em biomassa algacea umida, foi
pesado 1,5 g de biomassa umida (equivalente a 1 g de biomassa seca). O teor de
lipideos obtido no método de extragao por micro-ondas (entradas 1-3, 7-9, 13-15) é
apresentado na Tabela 7 e comparado com os rendimentos das extracbes através
do método via ultrassom utilizando biomassa seca (entradas 4-6, 10-12, 16-18).
Pode-se observar que nao houve diferenca significativa nos rendimentos lipidicos
para as trés microalgas. No entanto, deve-se considerar que o método por micro-
ondas é consideravelmente mais rapido frente ao método por ultrassom, além de ser
aplicado diretamente em biomassa algacea umida, diminuindo o numero de
operagodes unitarias. Esses resultados foram superiores quando comparados ao teor
lipidico encontrado em outros estudos.®”%®% Portanto, o método de extragdo por
micro-ondas provou ser eficaz também para a biomassa umida de diferentes

espécies de microalgas.
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Tabela 7. Aplicagdo do método por micro-ondas para a extracdo de lipideos da

biomassa umida de microalgas. Rendimento de lipideos extraidos, médias com

desvio padrao e teste de Tukey.

1

Entrad Massa, Microalgas Método Rf/::d Média*

1 15 v 17,91

2 1,5 mida? (1:5::22(1035) 14,83 16,27 +1,57
3 1,5 Amphora ’ 16,27

4 1,0 coffeaeformis 16,00

5 1,0 seca’ (20U::12?18205>n10) 15,84 15,91 £0,1°
6 1,0 ’ 15,91

7 15 » 21,96

8 1,5 Gmida? (1:5[2";2‘1035 2501 22,31+2,5°
9 1,5 Chaetoceros ’ 19,95

10 1,0 gracilis ul 23,68

11 1,0 seca’ (20;2?1882?10) 23,03 23,60 +0,5°
12 1,0 ’ 24,09

13 15 . 17,13

14 1,5 Gmida? (':Ar'sirr?";gdoag) 21,23 19,87 +2,4°
15 1,5 Isochrysis ’ 21,24

16 1,0 galbana | 18,40

17 1,0 seca’ (ZOU;:iSSZ‘;TC) 19,38 18,25 +1,2°
18 1,0 ! 16,97

'Equivalente a 1 g de biomassa seca. ZMicroalgas coletadas por floculagdo e centrifugadas para
formar uma pasta de algas com 50% de umidade. 3Microalgas secas em estufa a 60 °C até peso
constante, maceradas e peneiradas. *As médias marcadas com letras diferentes na mesma coluna
diferem significativamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Na Tabela 8 é apresentado o perfil de acidos graxos (%) das microalgas A.

coffeaeformis, C. gracilis e |. galbana por ambos os métodos de extragdo, micro-

ondas e ultrassom. Pode-se observar que ha uma grande semelhanga entre os

perfis graxos de uma mesma microalga. Portanto, o método de extragdo por micro-

ondas, na condi¢cdo de 1 min de irradiagao a 80 °C, nao degradou os acidos graxos

das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana.



Tabela 8. Perfil de acidos graxos (%) das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana pelos métodos de extracao de

micro-ondas e ultrassom

Acido graxo

A. coffeaeformis

C. gracilis

I. galbana

micro-ondas ultrassom micro-ondas ultrassom  micro-ondas ultrassom
Miristico (C14:0) 22,4 (x1,5) 22,2 (x0,2) 27,1 (x0,1) 28,3 (x0,1) 17,6 (x0,3) 16,6 (x0,4)
Pentadecandico (C15:0) 1,0 (£0,1) 1,2 (£0,0) * 1,2 (£0,0) * *
Palmitico (C16:0) 28,8 (x0,3) 27,9 (x0,1) 11,9 (x0,1) 12,8 (x0,2) 18,1 (x0,3) 15,9 (x0,1)
Palmitoleico (C16:1w7c) 36,1 (£1,1) 35,1 (x0,1) 35,7 (£0,7) 37,2 (£0,1) 11,6 (x0,4) 10,8 (x0,7)
Hexadecatriendico (C16:3w3c) 2,6 (£0,2) 3,3 (£0,1) 17,6 (x0,2) 15,0 (x0,4) * *
Estearico (C18:0) * * * 1,0 (x0,0) 1,0 (x0,0) *
Oléico (C18:1w9c) 2,3 (x0,1) 2,4 (£0,1) * * 24,6 (x0,8) 28,6 (x0,3)
Elaidico (C18:1w9t) 1,9 (20,1) 1,8 (x0,1) 1,7 (x0,1) * 8,6 (x0,1) 7,3 (20,2)
Linoléico (C18:2w6c) 1,2 (£0,1) 1,6 (x0,1) * * 13,0 (x0,2) 15,4 (x0,1)
Araquiddnico (C20:4w6) * * * * * *
Eicosapentaendico (C20:5w3) 1,0 (£0,1) 1,7 (£0,0) 3,0 (£0,1) 1,1 (£0,0) * *
Docosahexaendico (C22:6w3) * * * * 2,2 (£0,1) 2,6 (x0,1)
Tetracosanoico (C24:0) 1,7 (x0,1) 1,7 (x0,1) * * * *
Outros acidos’ 0,9 (x0,0) 1,1 (x0,0) 3,0 (x0,5) 3,4 (£0,3) 3,4 (x0,4) 2,8 (x0,1)
Total saturados 54,4 (x2,0) 53,3 (x0,4) 40,5 (£0,3) 44,3 (x0,4) 38,6 (x0,8) 34,4 (£0,5)
Total insaturados 40,5 (x1,3) 39,4 (+0,2) 38,2 (x1,0) 38,8 (x0,6) 45,3 (x1,4) 46,8 (x1,2)
Total w3 e w6 acidos graxos 5,3 (x0,3) 7,3 (20,2) 20,6 (x0,5) 16,8 (x0,5) 16,1 (x0,6) 18,9 (x0,2)

* N&o detectado ou valor inferior a 1. 'Zacidos graxos minoritarios.
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5.3. Estudo do processo de Hidrélise-Esterificagcao

Para a sintese do biodiesel da microalga Chlorella sp, primeiramente foi
realizada a hidrdlise de 40 g da biomassa empregando acido sulfurico como
catalisador nas condi¢ées de 20% H,SO4 a 100 °C em refluxo por 4h, conforme
descrito no item 4.6.7.1 deste trabalho.*® Apés a hidrélise os acidos graxos
provenientes da fragao lipidica foram esterificados usando uma razdo molar 30:1
metanol: acido graxo, foram testados os catalisadores H,SO4 e HoNSO3H, 10 e 20%
(em relagdo a massa de acido graxo) respectivamente, em refluxo por 1 e 4 h a 60 e
100 °C. Como apresentado na Tabela 9, os teores de ésteres mais elevados
variaram entre 78,93 e 80,11% para o HSO4 (entradas 2 e 4) e 62,7% para o
HoNSOsH (entrada 6). Para as reagdes empregando H,SO4 a comparagao das
meédias obtidas pelo teste de Tukey foi verificado que n&o ha diferenca significativa
entre as médias dos teores de ésteres (entradas 2 e 4). Em relagdo as reagdes
catalisadas com acido sulfamico ha uma redugéao tanto no rendimento quanto no teor
de ésteres, estes resultados demonstraram que o acido sulfamico foi parcialmente
hidrolisado sob temperatura a partir da agua originada na reacéo de esterificagéo
(Figura 19).59 Portanto, a melhor condicdo experimental para a etapa de
esterificacdo foi a 100 °C por 1 h, visto que demanda um menor tempo e gasto
energético e os teores de ésteres nado apresentaram diferenga significativa quando
comparado com o processo a 100 °C por 4 h. Takisawa et al.'® também usou o
tempo de 1h de esterificacdo e obteve uma conversdo de FAMEs de 181,7% em
comparagao com a reagao controle (extracdo seguida da transesterificacdo da

biomassa seca).
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Tabela 9. Rendimentos e teores de ésteres obtidos a partir das reagdes de

esterificacdo com diferentes catalisadores, temperaturas e tempos de reagao

: 1, Temp., Tempo, Rendimento?, Teor de
Entrada Catalisador’, % °C h o ésteres™®, %
1 H,SO4 60 1 67,85 72,2 (x0,1)
2 H,SO4 100 1 62,76 78,9 (£0,1)?
3 H,SO4 60 4 66,82 76,3 (x0,1)
4 H,SO4 100 4 70,49 80,1 (x0,5)®
5 HoNSO3H 60 1 30,61 50,5 (+0,6)°
6 HoNSO3H 100 1 45,60 62,7 (£0,1)
7 HoNSO3H 60 4 55,28 52,4 (x0,8)°
8 HoNSO3H 100 4 57,00 51,6 (+0,5)°°

1Catallsadores acido sulfurico10%, &acido sulfamico 20% (m/m em relacdo a massa de acidos
graxos). ’Rendimento em relagdo a massa de acido graxo. 3Letras mmusculas iguais entre as linhas
nao apresentam diferenga em nivel de significancia de 5% pelo teste turkey. (n 9).

HQ
G s
R” SOH * R'OH H O
Acido
Graxo

R “OR' + H,0O

Ester
HQ
H-N-S—0
NH,HSO, H O
Bissulfato
de Amoénio

R = cadeia graxa
= CH3

Figura 19. Reacgao de esterificacdo e concorrente hidrélise do acido sulfamico

Apds a sintese do biodiesel da biomassa umidificada de microalga Chlorella

sp, empregando acido sulfurico como catalisador no processo de hidrdlise-

esterificagdo®® foi decidido aplicar o método & biomassa Umida de N. oculata

cultivada. Visto que, quando se tem a biomassa umida, neste caso o teste foi

realizado com N. oculata (Figura 20 a), o solvente da reagdo de hidrélise esta

adsorvido pelas células das microalgas, a dificuldade € que no momento em que se

adiciona o hexano a biomassa Umida forma uma massa aderente e conforme é

aquecida e agitada mecanicamente fica mais viscosa. Durante as 4 h de reagao nao
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dissolveu no co-solvente e o rendimento da reacdo de hidrdlise foi insignificante
(Figura 20 b-c).

Cabe salientar que os trabalhos publicados até o momento partiam da
microalga em pdé e a umidificavam para sé entdo estudarem a reacédo de
hidrélise.'®4*%47 Portanto, experimentos com a biomassa umidificada ndo condizem
com a realidade de se manipular a biomassa umida de microalga. Uma vez que,
consiste em microalgas colhidas e concentradas formando uma pasta como pode

ser observado na Figura 20 a, a biomassa de N. oculata com 50% de umidade.

Figura 20. Microalga N. oculata: a) pasta com 50% de umidade (m/m); b) pasta sem
dissolver apés 4 h de hidrélise; c) pasta retirada da reacao de hidrélise

5.3.1. Otimizagdo do processo de Hidrdlise-Esterificagdo empregando biomassa
algacea umida

Diante da obtencao de baixos rendimentos na reagao de hidrolise, buscou-se
um segundo co-solvente que fosse soluvel tanto em agua quanto em hexano para
atuar como solvente dispersor, homogeneizando o meio reacional e facilitando a
funcdo do solvente extrator (hexano). Uma vez que a hidrdlise ocorre em duas fases,
uma fase apolar contendo hexano e uma fase polar contendo agua, biomassa e
catalisador.*® Embora a acetona tenha um grande momento dipolar de 2,88 D, é
classificada como solvente aproético, com polaridade intermediaria. Portanto, é
soluvel tanto em triacilglicerdis (polaridade baixa) quanto em &gua (polaridade
alta).” Devido a estas caracteristicas, também por ser um solvente conhecidamente
empregado na industria oleoquimica e considerado um “building blocks” na quimica
organica foi escolhido para ser usado como solvente dispersor no processo de

hidrélise.
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Para otimizar as condigdes reacionais de hidrolise foi realizado um
delineamento composto central 23, com um total de 11 ensaios (trés repeticdes no
ponto central).58 Conforme trabalho anterior, o volume do co-solvente extrator
hexano (10 mL) e a temperatura de 100 °C mantiveram-se fixos.*® Para cada ensaio
foi pesado 4,5 g de pasta umida de N. oculata (equivalente a 3 g de biomassa seca)
com 50% de agua em massa e foi investigado as variaveis tempo, volume de
acetona e quantidade de catalisador. Apos a reagao de hidrdlise, todos os ensaios
foram esterificados na mesma condi¢do: razdo metanol:acido graxo 30:1, 10% de
H.SO,4 (em relagdo a massa de acido graxo), tempo de 1 h e temperatura de 100 °C.
A condicdo ou ensaio que obteve o melhor rendimento em FAMEs foi escolhido
como condic¢do ideal.

A Tabela 10 mostra as condicbes experimentais e os rendimentos para as
hidrolises e esterificacbes da pasta umida de N. oculata. Foram consideradas como
melhores respostas os maiores rendimentos em ésteres. Através da Figura 21 pode-
se observar que todas as variaveis apresentaram efeito significativo, com 95% de
confianga, e as melhores condi¢cdes corresponderam aos ensaios 5 e 7, 0s quais

obtiveram percentuais de rendimento de ésteres de 86,66 e 89%, respectivamente.

Tabela 10. Matriz do delineamento composto central 23 com valores codificados,
valores reais (entre parénteses), rendimentos e teor de ésteres.

Ensaio Acetona, H,;SO,;, Tempo, Rendimento Re’ndimento ] Teor de
mL % h AG', % Ester,%  Esteres®, %
1 -1 (5) -1 (10) -1(1) 14,44 76,94 46,2 (x0,2)
2 +1(10) -1(10) -1(1) 17,71 61,62 48,5 (x0,3)
3 -1 (5) +1(30) -1(1) 12,17 81,47 74,6 (x0,1)
4 +1(10) +1(30) -1(1) 13,62 81,02 73,8 (£0,4)°°
5 -1(5) -1 (10)  +1(4) 14,28 86,66 73,6 (x0,2)°
6 +1(10) -1(10) +1(4) 13,62 76,40 74,3 (+0,5)*°
7 -1 (5) +1(30) +1(4) 12,97 89,00 57,5 (20,2)
8 +1 (10) 1(30) +1(4) 13,26 84,24 72,5 (0,3)
9 0(7,5) 0(20) 0(2,5) 14,52 75,65 53,1 (x0,4)
10 0(7,5) 0(20) 0(2,5) 13,10 81,07 49,3 (x0,9)
11 0(7,5) 0(20) 0(2,5) 13,79 78,17 54,0 (x1,6)

'Acido graxo. “Conforme norma EN 14103. °Letras minusculas iguais entre as linhas ndo apresentam
diferenca em nivel de significancia de 5% pelo teste turkey.
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Figura 21. Estimativas dos efeitos da acetona, catalisador e tempo na hidrdlise da
biomassa algacea umida. Efeito estatisticamente significativo (p <0,05)

A Tabela 11 apresenta a analise de varidncia (ANOVA) dos resultados
obtidos, pode ser verificada a validade do modelo matematico pelo teste F, sendo o
valor de F calculado 1,8 vezes maior que o tabelado, a 95% de confianca.’® A
Equacao 3 apresenta o modelo linear empirico para o rendimento em ésteres. A
partir do modelo construido (Equagao 3) foi possivel obter a superficie de resposta
para analisar as melhores condi¢gdes de acetona e acido sulfurico para a reagao de
hidrélise (Figura 22). Analisando a superficie de resposta pode-se verificar a
existéncia de uma regido 6tima para o rendimento em ésteres onde se encontra uma
faixa de combinacdes de solvente dispersor acetona (1 a 5 mL) e catalisador (10 a
30% em relagdo a massa de microalgas seca). Evidentemente um volume de
solvente dispersor e catalisador serdo fixados para a reagao de hidrdlise, no entanto
este resultado de faixa 6tima das variaveis € muito mais interessante do que apenas

um valor pontual, pois ele fornece informac&o sobre a robustez do processo.*®

RendimentoEsteres(%)=79,3-7,7xi1+ 8,5x2 + 8,8xs (3)

Onde,
X1 € o valor codificado da variavel acetona
X»> € 0 valor codificado da variavel catalisador

X3 € o0 valor codificado da variavel tempo



Tabela 11. Analise de variancia para o rendimento em ésteres
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Fonte de Soma Grau de Média F
variagio Quadratica Liberdade Quadratica cale
Regressao 494,83 6 82,47

Erro 29,79 4 7,45 11,07
Total 524,62 10

R=0,95; F6’4’g5% = 6,16

Rendimento Ester (%)

Figura 22. Superficie de resposta acetona x H,SO4

Com o intuito de constatar se havia diferengca significativa entre os

rendimentos dos ensaios 5 e 7 cada condigao foi repetida em triplicada e submetida

ao teste de multipla comparagao de Tukey. A Tabela 12 apresenta os resultados em

percentual de acidos graxos e de ésteres, ambos os rendimentos ndo apresentaram

diferenca significativa, com 95% de significancia. Portanto, a condigdo escolhida

como ideal foi 5 mL de acetona, 10% de H,SO4 e 4 h de reacdo de hidrdlise, visando
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um processo mais sustentavel e menor consumo de acido sulfurico. Em trabalho
anterior, os rendimentos da reac&o de hidrélise da N. oculata empregando 40 e 60%
de H,SO4 foram de 8,6 (x0,3) e 8,5 (£0,2)%, respectivamente, ambos os resultados
sd0 inferiores aos apresentados na Tabela 12.%° Segundo Sathish & Sims,’? o 4cido
sulfurico € um catalisador eficaz na conversdo de acidos graxos livres e

triacilglicerdis em condicdes Umidas. Im et al.*?

quando avaliou o volume de H,SO,
na transesterificacdo “n situ” de biomassa de microalga também constatou que o
rendimento de conversdao nao foi muito sensivel a alteracdo no volume do
catalisador, ndo havendo um aumento significativo no rendimento de conversao

quando aumentado o volume de catalisador. Takisawa et al.'®

constatou que ocorre
a degradacado de FFA pela adigdo de acido sulfurico em excesso na reagado de

hidrolise.

Tabela 12. Resultados das replicas das condigdes 5 e 7, rendimento, médias com
desvio padrao e teste de Tukey.

Condigoes Rend.

Rend.

PTIY] s 42
Entrada - drolise AG", % Media éster,%  Media
1 acetona 5 mL, 14,28 86,66
2 10% H2SOy4, 9,01 11,28 +2,7° 87,79 85,52 +3,0°
3 tempo 4 h 10,55 82,12
4 acetona 5 mL, 12,97 89,0
5 30% H,SOq4, 10,5 11,01 +1,8° 89,4 88,74 +0,8°
6 tempo 4 h 9,57 87,83

'Acido graxo. “As médias marcadas com letras iguais na mesma coluna nao diferem
significativamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

A Figura 23 ilustra a eficiéncia da acetona como solvente dispersor em
contato com a pasta umida de N. oculata (Figura 23 b), seguida da adigdo do
solvente extrator é possivel observar a homogeneidade do meio reacional (Figura
23 c). Através da cromatografia em camada delgada (CCD) foi demonstrada a
conversao aparente dos acidos graxos hidrolisados a partir das condigdes 5 e 7 em
ésteres (Figura 24). E por sua vez, a Figura 25 representa o processo de hidrdlise-
esterificacdo para biomassa Umida de microalgas empregando acetona como

solvente dispersor e hexano como solvente extrator.
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Figura 23. Microalga N. oculata: a) pasta com 50% de umidade (m/m); b) pasta
dispersa em acetona; c) pasta+acetona+hexano=meio homogéneo.

Figura 24. CCD’s das reagdes de hidrélise (representadas por H) e esterificagdo
(representadas por E). Placa 5 apresenta a condicdo de hidrolise de 5 mL de
acetona, 10 mL de hexano e 10% de H,SO,, placa 7 condi¢cao de hidrolise de 5 mL
de acetona, 10 mL de hexano e 30% de H,SO4
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Processo otimizado de hidrdlise-esterificagdo para biomassa umida de
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5.3.2. Aplicagdo do processo de hidrolise-esterificacdo a biomassa umida das
microalgas cultivadas e comparagdo com 0S processos convencional, por micro-
ondas e transesterificagdo “in situ”

O processo de hidrodlise-esterificagdo foi aplicado a biomassa umida das
microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e |. galbana (Tabela 13), foram obtidos os
respectivos rendimentos médios 10,3 (£0,41), 8,46 (+0,39) e 9,89 (£0,22)% para a
reagao de hidrélise. Os rendimentos médios correspondentes as esterificagcbes dos
acidos graxos das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana, foram 91,80
(£5,35), 90,19 (+4,48) e 88,01 (x1,83)%, respectivamente. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. Pode-se observar que todos os rendimentos de
ésteres foram acima de 86%. Os teores de ésteres obtidos nas condigdes otimizadas
do processo para as microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata
foram 58,73 (£6,8), 58,82 (+1,49), 37,98 (x0,56) e 73,55 (+0,2)%, respectivamente.
Levine et al.*® obteve rendimentos em relacdo a massa de acido graxo da microalga
Chlorella vulgaris entre 56 e 100% de ésteres etilicos de acidos graxos (FAEEs) e
teores de ésteres que variaram de 34-66% empregando o processo de hidrolise-

esterificacédo super critica.

Tabela 13. Resultados das reagdes de hidrélise-esterificagdo a partir da biomassa
umida das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana
Rendimento' AG?, % Rendimento® Ester, %
Hidrdlise (5 mL acetona,
10 mL hexano, 10%
H2S04, 4 h a 100 °C)

Entrada Microalga Esterificagao (10%

H,S04, 1 h a 100 °C)

1 A 9,88 96,46
2 Coffeae'formis 10,32 10,3+ 0,41 92,97 91,80 +5,35
3 10,70 85,96
4 8,65 85,55
5 C. gracilis 8,71 8,46+ 0,39 90,53 90,19 +4,48
6 8,01 94,50
7 10,01 87,51
8 I. galbana 9,63 9,89+ 0,22 90,03 88,01 +1,83
9 10,02 86,48

'Rendimento em relacdo a biomassa seca. “Acido graxo. °Rendimento em relagdo a massa de acido
graxo.
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A partir da biomassa seca das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, |.
galbana e N. oculata foram produzidos FAMEs empregando o método convencional
de extragao (item 4.6.2) seguido de transesterificagao (item 4.6.8) da fragao lipidica
das microalgas e o método de transesterificacdo “in situ” (item4.6.9). A partir da
biomassa umida das quatro espécies de microalgas cultivadas foram produzidos
FAMEs usando o método de extracdo por micro-ondas (item 4.6.4) seguido de
transesterificagao (item 4.6.8). Com o objetivo de comparar o rendimento de FAMEs
em relagdo a massa de acido graxo e a conversdao de FAMEs. A Tabela 14
apresenta os rendimentos de ésteres metilicos a partir dos quatro métodos
diferentes, para todas as microalgas o maior rendimento alcangado foi através do
processo de hidrélise-esterificagdo, o segundo melhor percentual de FAMEs foi
obtido via transesterificagcao ‘“in situ” variando de 45 a 73%. Estes resultados podem
ser atribuidos ao fato dos acidos graxos serem mais soluveis em metanol que os
triacilglicerois favorecendo a reacao de esterificagao, ou ainda, os rendimentos mais
elevados para a esterificagao justificam-se porque esta reagéo ocorre em uma unica
etapa a qual o acido graxo reage com metanol produzindo FAMEs e agua, enquanto
a transesterificacao de triacilglicerdis inclui trés etapas (Figura 26). Estes resultados
foram suportados por experiéncias de Takisawa et al.’®, onde a transesterificacéo da
tripalmitina e a esterificacdo do acido palmitico foram comparadas.

No caso das extragdes, usando ultrassom e micro-ondas, dos lipideos das
microalgas seguido da transesterificacdo dos mesmos, os resultados foram muito
préximos, inclusive para as microalgas C. gracilis e N. oculata ndo houve diferenca
significativa entre os métodos, claro que deve-se considerar a vantagem da extracao
por micro-ondas, uma vez que € aplicada a biomassa algacea umida e em apenas
1min de tempo de extragdo, portanto ndo ha gasto energético com a secagem da

biomassa além do processo ser mais rapido que o convencional.
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Tabela14. Comparacédo entre os rendimentos (%) de ésteres metilicos empregando

diferentes métodos de producéo de ésteres de microalgas

Rendimento'?, %

Método de 2

Producao coffeacformis C. gracilis l. galbana N. oculata
E(US)-T° 63,68 (+2,72) 38,37 (£3,14)° 50,25 (+0,98) 45,01 (x0,1)°
T “in situ™® 73,23 (+3,18) 45,83 (¥1,95) 61,90 (0,74 59,57 (£1,6)
E(MW)-T° 53,49 (x0,58) 36,12 (+1,61)° 32,93 (¥4,32) 48,49 (+5,67)"
H-E°® 91,80 (£5,35) 90,19 (+4,48) 88,01 (¥1,83) 85,52 (+3,0)

'Rendimento em relagdo a massa de acido graxo. “As médias marcadas com letras iguais na
mesma coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,0523 pelo teste de Tukey. 3Extrag:é\o
(por ultrassom)-transesterificagao. 4Transesterificagéo “in situ”. *Extragdo (por micro-ondas)-

transesterificagao. 6Hidr(’)lise—esterifica(;éo
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Figura 26. Representacao das etapas da transesterificagao acida com metanol

A conversado de FAMEs é uma média ponderada adotada em varios trabalhos

que estudam a producdo de FAMEs a partir de microalgas.'>'8 32424761 parg este

trabalho a conversido de FAMEs foi realizada conforme item 4.6.10. A massa
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maxima de FAMEs obtida para as microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, e |I.
galbana foram 55,93 (1£0,21), 49,07 (x0,15) e 28,37 (£0,85) mg/mg de biodiesel,
respectivamente. Em seguida, cada rendimento em massa de FAMEs determinada
experimentalmente (por GC-FID) foi dividido pela massa maxima de FAMEs
correspondente a cada espécie.**®! Estes resultados podem ser observados na
Figura 27, onde fica claro que as maiores conversdes foram obtidas no processo de
hidrolise-esterificagdo. Os percentuais de conversao correspondentes a este
processo para as microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, e I. galbana foram 105,

120 e 134%, respectivamente. Os resultados obtidos por Takisawa et al.'®

a partir de
Chlorella umidificada indicaram que o processo de hidrélise reduziu a inibicdo da
agua na produgao de FAMEs, além disso, a conversdao de FAMEs obtidos via
hidrélise-esterificagao foi aumentada em 181,7% em comparacdo com os FAMEs
obtidos por transesterificagcao “in situ” com o mesmo teor de umidade (80%). Em um
dos seus estudos Im et al.®® umidificou células secas de N. gaditana e as submeteu
a hidrolise-esterificagdo obtendo 107% de conversdao de FAEEs. Dentro deste
contexto, os percentuais de conversao obtidos no presente trabalho estdo coerentes

com a literatura.

140

120

100

80

HE(MW)-T
M T"in situ”
40 - 8 H-E

20 -

60 -

Conversao FAMEs (%)

A. coffeaeformis C. gracilis I. galbana

Microalgas

Figura 27. Grafico das conversées em FAMEs derivados de microalgas a partir de
diferentes processos de producao
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A Tabela 15 apresenta o perfil graxo dos ésteres das microalgas A.
coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata obtidos via hidrdlise-esterificacéo, e
a Tabela 16 o perfil graxos dos ésteres das respectivas microalgas obtidos por
transesterificagcdo “in situ” da biomassa seca. Se compararmos os resultados das
Tabelas 15 e 16 com a Tabela 3, onde as microalgas foram secas até massa
constante e submetidas a extragao convencional seguida de derivatizagdo com BF3
e metanol a 70 °C em refluxo por 20 min, no perfil graxo dos ésteres das microalgas
A. coffeaeformis, C. gracilis, |. galbana ocorreu uma diminuigcdo no percentual de
poliinsaturados quando aplicados o0s processos de hidrélise-esterificagcdo e
transesterificacao “in situ”, ambos os métodos tem em comum a temperatura de
reagcao que € 100 °C. Desse modo, se supde que a elevada temperatura a qual
foram expostas as amostras e os maiores tempos de reacdo dos dois métodos em
relacéo ao processo de extragao-derivatizagado tenham provocado a degradagao dos
acidos graxos poliinsaturados.

O perfil graxo dos ésteres da microalga A. coffeaeformis obtidos tanto por
hidrolise-esterificagdo quanto por transesterificacdo “in situ” apresentaram como
majoritarios os acidos graxos saturados (C14:0 e C16:0) e monoinsaturado (C16:1),
caracteristica comum do perfil graxo de oleaginosas usadas para produgao
comercial de biodiesel.® Os ésteres da microalga C. gracilis obteve, através do
meétodo hidrolise-esterificagcdo, os mesmos acidos graxos majoritarios que a
microalga A. coffeaeformis. O perfil graxo dos ésteres correspondentes a /. galbana
€ muito similar ao perfil do biodiesel de soja, dentre os acidos graxos majoritarios da
I. galbana estdo o palmitico, o oléico e o linoléico.® Desse modo, podem-se
considerar o emprego das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e principalmente a
l. galbana promissor para a producao de biodiesel.

No caso da microalga N. oculata cerca de 30% de seu perfil graxo € composto
pelo acido Eicosapentaendico, conhecido também como EPA, trata-se de um acido
graxo essencial Omega-3, importante por sua acgdo anti-inflamatéria sendo
empregado, por exemplo, em complexos vitaminicos e formulagdes para lactentes.
Nesse caso, seria mais interessante o emprego desta microalga para fins

alimenticios.



Tabela 15. Perfil de acidos graxos das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata apos
o processo de hidrolise-esterificagao

Acido graxo A. coffeaeformis  C. gracilis I. galbana N. oculata
Miristico (C14:0) 22,9 (20,3) 31,3 (20,1) 16,7 (x0,1) 3,8 (£0,1)
Pentadecandico (C15:0) 1,5 (£0,0) * * *
Palmitico (C16:0) 31,5 (x0,3) 11,1 (£0,2) 16,4 (£0,1) 27,7 (£0,2)
Palmitoleico (C16:1w7c) 32,1 (x0,3) 38,0 (x0,4) 9,6 (x0,1) 22,3 (x0,3)
Hexadecatriendico (C16:3w3c) * * * *
Estearico (C18:0) * * * *
Oléico (C18:1w9c) 2,9 (x0,1) * 31,4 (x0,1) 6,4 (x0,1)
Elaidico (C18:1w9t) 3,1 (x0,3) 1,4 (£0,1) 7,9 (20,1) *
Linoléico (C18:2w6c) 2,0 (x0,3) * 14,2 (x0,1) 2,9 (x0,1)
Araquiddnico (C20:4w6) * * * 5,5 (£0,1)
Eicosapentaendico (C20:5w3) 1,2 (£0,2) 1,1(x0,1) * 28,8 (x0,1)
Docosahexaendico (C22:6w3) * * 1,6 (£0,1) *
Tetracosanoico (C24:0) 1,1 (£0,1) * * *
Outros acidos’ 1,8 (x0,4) 2,6 (+0,8) 2,3 (£0,3) 2,7 (£0,2)
Total saturados 57,4 (+1,1) 43,8 (£0,2) 34,7 (£0,3) 33,1 (x0,3)
Total insaturados 38,3 (£0,8) 40,2 (+0,5) 49,0 (£0,2) 29,3 (£0,3)
Total w3 e w6 acidos graxos 4,3 (£0,6) 13,4 (£0,2) 16,3 (£0,3) 37,7 (£0,2)

* Nao detectado ou valor inferior a 1. 'Zacidos graxos minoritarios.



Tabela 16. Perfil de acidos graxos das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata
apoés o processo de transesterificagao ‘in situ”

Acido graxo A. coffeaeformis  C. gracilis I. galbana N. oculata
Miristico (C14:0) 20,3 (x0,1) 27,9 (x0,2) 15,1 (x0,1) 4,6 (£0,1)
Pentadecandico (C15:0) 1,0 (x0,1) * * *

Palmitico (C16:0) 30,3 (x0,3) 9,8 (£0,1) 16,5 (£0,1) 20,3 (£0,1)
Palmitoleico (C16:1w7c) 36,8 (x0,3) 37,2 (x0,2) 9,4 (x0,4) 26,8 (x0,1)
Hexadecatriendico (C16:3w3c) 2,4 (£0,1) 16,4 (x0,1) * *

Estearico (C18:0) * * * *

Oléico (C18:1w9c) 2,2 (x0,1) 1,0 (x0,1) 33,1 (x0,1) 7,6 (£0,1)
Elaidico (C18:1w9t) 1,3 (x0,1) 1,8 (x0,1) 6,1 (x0,1) 1,0 (x0,1)
Linoléico (C18:2w6c) 2,3 (x0,1) * 15,7 (x0,1) 3,6 (£0,1)
Araquiddnico (C20:4w6) * * * 5,5 (£0,1)
Eicosapentaendico (C20:5w3) 1,5 (£0,1) 2,1 (x0,1) * 29,2 (£0,2)
Docosahexaendico (C22:6w3) * * 1,8 (£0,1) *

Tetracosanoico (C24:0) 1,1 (£0,1) * * *

Outros acidos’ 1,9 (x0,1) 4,7 (x0,1) 3,3 (£0,1) 1,4 (0,1)
Total saturados 53,1 (£0,4) 39,5 (x0,3) 32,1 (£1,3) 25,6 (£0,1)
Total insaturados 40,3 (+0,4) 40,8 (+0,4) 49,4 (+1,6) 35,4 (£0,1)
Total w3 e w6 acidos graxos 4,3 (x0,1) 19,6 (£0,1) 18,5 (£0,1) 39,0 (x0,1)

* N&o detectado ou valor inferior a 1. 'Zacidos graxos minoritarios.
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5.3.3. Perfil cromatografico dos FAMEs derivados dos acidos graxos de microalgas
obtidos por hidrélise-esterificagéo

O perfil cromatografico dos ésteres metilicos derivados dos acidos graxos das
microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata foram realizados
conforme esta descrito no item 4.6.3 deste trabalho. Os respectivos cromatogramas
com os perfis cromatograficos dos ésteres metilicos das microalgas A. coffeaeformis,
C. gracilis, I. galbana e N. oculata, figuras 28, 29, 30 e 31, respectivamente, estao
apresentados no APENDICE A.

5.3.4. Caracterizagdo por RMN dos FAMEs derivados dos &acidos graxos de
microalgas obtidos por hidrélise-esterificagdo

Através dos experimentos de RMN de 'H foi possivel caracterizar os FAMEs
derivados das microalgas N. oculata, A. coffeaeformis, C. gracilis e I|. galbana
correspondente as Figuras 32, 35, 38 e 41, respectivamente (APENDICE B). Como
principais sinais caracteristicos de FAMEs: o tripleto na regido de 0,8-1,0 ppm
referente a metila; o sinal na regiao de 1,25-1,35 ppm representando os hidrogénios
metilenos da cadeia graxa; o multipleto de 1,8-2,10 ppm referente aos hidrogénios
alilicos; na regido de 3,40-3,70 ppm apresenta um simpleto representando a
metoxila que confirma a formagdo do éster; confirmando a existéncia de
insaturacbes nos FAMEs o multipleto na regido 5,30-5,40ppm (hidrogénios
vinilicos).

A confirmagdo da obtencdo dos FAMEs foi realizada através dos
experimentos de RMN de "*C conforme Figuras 33, 36, 39 e 42 (APENDICE B).
Sendo os principais sinais: na regiao de 14 ppm observa-se o carbono referente a
metila; a regidao de 20-30 ppm abrange os carbonos metilenos e alilicos da cadeia
graxa; confirmando os FAMEs o sinal em 51 ppm do carbono da metoxila;
representando as insaturagdes na regido de 127-130 ppm encontram-se 0s
carbonos vinilicos; e na regido de 174 ppm os carbonos pertencentes as carbonilas.

As atribuicées dos espectros de RMN de '*C foram confirmadas pelo ensaio
de HSQC, Figuras 34, 37, 40 e 43 onde as relagbes em vermelho indicam carbono
de grupos metinas e metilas, em azul os metilenos, onde n&o ha relagéo representa

carbonos quaternarios.”
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Os espectros de RMN de 'H, *C e HSQC dos ésteres metilicos das
microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata estdo apresentados
no APENDICE B.
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6.CONCLUSOES

O objetivo principal deste trabalho foi alcangado, superando a dificuldade de
se trabalhar com a biomassa umida de microalgas para produgao de seus ésteres.

Dentre os objetivos especificos, o método utilizando micro-ondas para induzir
a ruptura de células na biomassa de N. oculata umida provou ser eficiente e robusto
frente a variagdo de massa, pois nao apresentou diferenca significativa nos
rendimentos das extragdes a partir de 0,5 g de biomassa e 1,5 g. Além disso, com o
triplo de biomassa a extracdo por micro-ondas alcangou maior rendimento, de
33,6(x2,6)%, com diferenga significativa entre os resultados quando comparado com
a extragdo por ultrassom da mesma massa de microalga (1,5 g) obteve
28,51(x0,8)%. Conclui-se que o desempenho do método de extragcdo por micro-
ondas foi satisfatorio sendo vantajoso por utilizar apenas 1 minuto de tempo de
extracdo. Também é importante ressaltar que 1 min de radiacao de micro-ondas e a
temperatura de 80 °C ajustada no método nao degradaram os &acidos graxos
extraidos. Ademais, o método de micro-ondas foi aplicado com sucesso em
biomassa umida de microalgas com paredes celulares formadas por diferentes
constituintes. Portanto, este método é facil, rapido, eficiente e robusto uma opcéao
promissora para extracdes de rotina.

De maneira inédita o processo de hidrdlise-esterificacdo na presenca de um
solvente dispersor foi aplicado a biomassa umida de diferentes espécies de
microalgas. O uso de acetona como solvente dispersor na presenga de hexano
(solvente extrator) na reacdo de hidrdlise foi muito bem sucedida. A condigéo ideal
estabelecida para a reacao de hidrélise foi 5 mL de acetona, 10 mL de hexano, 10%
de H,SO4 € 4 h de reagao a 100 °C. Para a reagao de esterificagao foi razao molar
de metanol:acido graxo 30:1, 10% de H,SO4 (em relagdo a massa de acido graxo)
por 1 h a 100 °C. Os rendimentos médios correspondentes as esterificagdes dos
acidos graxos das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata
foram 91,80(+5,35), 90,19(x4,48), 88,01(x1,83), 85,52(+3,0)%, respectivamente.

Na comparagéao tanto entre os rendimentos (%) de ésteres metilicos de acidos
graxos (FAMEs) empregando diferentes métodos de produgcdo de FAMEs de

microalgas quanto entre as conversbes de FAMEs o processo de hidrolise-



70

esterificacdo apresentou os melhores resultados. Foram obtidos rendimentos
maiores que 85% (em relagcdo a massa de acido graxo) e conversbées acima de
100% para as microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis e I. galbana. Com base nos
resultados apresentados, conclui-se que o método de hidrélise-esterificacdo na
presenca do solvente dispersor acetona foi eficaz na produ¢cdo de FAMEs a partir de
biomassa algacea umida, provando também ser robusto quando aplicado a

diferentes espécies de microalgas.



71

7. TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Os efluentes provenientes do cultivo de microalgas sdo caracterizados por
altas concentracées de nitrogénio (N), fésforo (P) e material em suspenséo,
consequentemente, altos valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Neste
trabalho, a agua residual do cultivo de microalgas foi utilizada para produzir um
sistema chamado BFT (Biofloc Technology), que é usado como alimentagéo
suplementar na produgao de camardes. Neste sistema, a mesma agua do cultivo é
utilizada por varios ciclos de producdo, onde a microbiota contribui na manutencéao
da qualidade de agua e serve de suplemento alimentar para animais cultivados
diminuindo os riscos de disseminacdo de doengas e provendo beneficios
nutricionais. Os bioflocos formados sao constituidos basicamente por bactérias,
microalgas, protozoarios, larvas de invertebrados, exoesqueletos e restos de animais
mortos, predominando uma biota aerdbica e heterotréfica, sendo fontes de
macronutrientes.

Neste trabalho, os residuos liquidos foram recolhidos, colocados em
recipientes de vidro ambar, rotulados de acordo com as normas definidas pela
comissao de residuos da Escola de Quimica e Alimentos, e armazenados para
posterior recolhimento e tratamento por empresa contratada pela Universidade.

Os residuos solidos gerados neste trabalho basicamente foram as tortas de
microalgas apos aplicar os processos de extragdo, transesterificacdo “in situ” ou
hidrolise. Essas tortas residuais foram guardadas em recipientes de plastico,
devidamente identificadas e estocadas em freezer. Estdo sendo estudadas por
outros grupos de pesquisa também participantes do projeto Chamada MCTI/CNPq
N° 56/2013 - Produgéo de Biodiesel e de Bioprodutos de Interesse Farmacolégico e

Tecnolégico a Partir de Biomassa Umida de Microalgas.
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8. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar o Scaling-up do processo de hidrdlise-esterificagdo empregando

biomassa algacea umida.
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9. APENDICE

Apéndice A - Perfis cromatograficos dos ésteres metilicos dos acidos graxos

das microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata.
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Figura 28. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos derivados dos acidos graxos da microalga A. coffeaeformis
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Figura 31. Perfil cromatografico dos ésteres metilicos derivados dos acidos graxos da microalga N. oculata

77



78

Apéndice B - Espectros de RMN de 'H, '*C e HSQC dos ésteres metilicos das

microalgas A. coffeaeformis, C. gracilis, I. galbana e N. oculata.
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Figura 32. RMN'H (CDCls;, 400MHz) dos FAMEs derivado da microalga N. oculata
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Figura 33. RMN'3C (CDCls, 100MHz) dos FAMEs derivados da microalga N. oculata
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Figura 38. RMN'H (CDCls;, 400MHz) dos FAMEs derivados da microalga C. gracilis
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Figura 41. RMN'H (CDCls;, 400MHz) dos FAMEs derivados da microalga /. galbana

Marcelo_RenataM_1699_IGHE2_C.002.esp 8
&
|
o)
o
N
‘8 3
§ 3
| |
8
Bo
o |
[se}
ME
8 ¥
5 8
| =y S
N R
N~
N
8
N
o DG |
8 o N g
~ Ny — N
QS o g =
| YUY ~ 3
\ k\lj ) II I )
| N
b - ! ‘l MJ&LQ-L

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

o

Figura 42. RMN'C (CDCl;, 100MHz) dos FAMEs derivados da microalga /. galbana



ﬂj - .. - q_
—— o>
ITT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT ‘ T
55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 43. RMN HSQC (CDClI3,400/100MHz) dos FAMESs derivados da microalga /. galbana

a
o

-
o
o

2

85

F1 Chemical Shift (ppm)



86

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Chisti, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances 25 (2007) 294-306.

2. Cheng, J.; Sun, J.; Huang, Y.; Feng, J.; Zhou, J.; Cen, K. Dynamic microstructures
and fractal characterization of cell wall disruption for microwave irradiation-assisted
lipid extraction from wet microalgae. Bioresource Technology 150 (2013) 67-72.

3. Alaswad, A.; Dassisti, M.; Prescott, T.; Olabi, A.G. Technologies and
developments of third generation biofuel production. Renewable and Sustainable
Energy Reviews 51 (2015) 1446—1460.

4. Chia, S.R.; Chew, KW.; Show, P.L.; Ong, H.C.; Phang, S-M.; Ling, T.C,;
Nagarajan, D.; Lee, D-J.; Chang, J-S. Sustainable approaches for algae utilization in
bioenergy production, Renewable Energy (2017), doi: 10.1016/j.renene.2017.04.001.

5. Lourencgo, S. O. Cultivo de Microalgas Marinhas — principios e aplicagdes. — Sédo
Carlos: RiMa, 2006.

6. Demirbas, A. Biodiesel from oilgae, biofixation of carbon dioxide by microalgae: A
solution to pollution problems. Applied Energy 88, 10 (2011) 3541-3547.

7. Okuda, K. Structure and phytogeny of cell coverings. Journal of Plant Research
(2002) 283-288.

8. D’Oca, M. G. M.; Viégas, C. V.; Lemodes, J. S.; Miyasaki, E. K.; Mordn-Villarreyes,
J. A. M.; Primel, E.; Abreu, P. Production of FAMEs from several microalgal lipidic
extracts and direct transesterification of the Chlorella pyrenoidosa. Biomass and
Bioenergy 35 (2011) 1533-1538.

9. Knothe, G.; Razon, L.F. Biodiesel fuels. Progress in Energy and Combustion
Science 58 (2017) 36-59.

10. Knothe, G. A technical evaluation of biodiesel from vegetable oils vs. algae. Will
algae-derived biodiesel perform? Green Chemistry 13 (2011) 3048-3065.

11. Chisti, Y. Constraints to commercialization of algal fuels. Journal of Biotechnology
167 (2013) 201- 214.

12. Lardon,L.; Elias, A.; Sialve, B.; Steyer, J-F.; Bernard, O. Life-Cycle Assessment
of Biodiesel Production from Microalgae. Environmental Science & Technology 43,
17 (2009) 6475-6481.



87

13. Song, C.; Liu, Q.; Ji, N.; Deng, S.; Zhao, J.; Li, S.; Kitamura, Y. Evaluation of
hydrolysis—esterification biodiesel production from wet microalgae. Bioresource
Technology 214 (2016) 747-754.

14. Velasquez-Orta, S.B.; Lee, J.G.M. Evaluation of FAME production from wet
marine and freshwater microalgae by in situ transesterification, Biochemical
Engineering Journal (2013) 76, 83—-89

15. Cao, H.; Zhang, Z.; Wu, X.; Miao, X. Direct biodiesel production from wet
microalgae biomass of Chlorella pyrenoidosa through in situ transestserification.
BioMed Research International (2013) 1-6.

16. Sathish, A.; Smith, B.R.; Sims, R.C. Effect of moisture on in situ
transesterification of microalgae for biodiesel production. Journal of Chemical
Technology and Biotechnology 89 (2014) 137-142.

17. Ehimen, E.A.; Sun, Z.F.; Carrington, C.G. Variables affecting the in situ
transesterification of microalgae lipids. Fuel 89 (2010) 677—-684.

18. Takisawa, K.; Kanemoto,K.; Miyazaki,T.; Kitamura, Y. Hydrolysis for direct
esterification of lipids from wet microalgae. Bioresource Technology 144 (2013) 38—
43.

19. Chisti, Y. Fuels from microalgae. Biofuels 1(2010) 233-235.

20. Medina, A.R.; Grima, E.M.; Giménez, A.G.; Gonzalez, M.J.l. Downstream
Processing of Algal Polyunsaturated Fatty Acids. Biotechnology Advances 16, 3
(1998) 517-580.

21. Halim, R.; Danquah, M. K.; Webley, P. A. Extraction of oil from microalgae for
biodiesel production: A review. Biotechnology Advances 30 (2012) 709-732.

22. P.M. Dey, J.B. Harborne. Plant Biochemistry. Londres: Academic Press, 1997.

23. P.M. Dewick. Medicinal Natural Products - A Biosynthetic Approach.- 2 ed.
Inglaterra: John Wiley & Sons, 2002.

24. Brown, M.R.; Jeffrey, S.W.; olkman, J.K.; Dunstan, G.A. Nutritional properties of
microalgae for mariculture. Aquaculture 151 (1997) 315-331.

25. Sanchez, S.; Martinez, M.E.; Espinola, F. Biomass production and biochemical
variability of the marine microalgae Isochrysis galbana in relation to culture medium.
Biochemical Engineering Journal 6 (2000) 13-18.

26. Gonzalez-Rodriguez, E.; Maestrini, S.Y. The Use of Some Agricultural Fertilizers
For The Mass Production of Marine Algae. Aquaculture 36 (1984) 245-256.



88

27. J.A. Simental, M.P. Sanchez-Saavedra. The effect of agricultural fertilizer on
growth rate of benthic diatoms. Aquacultural Engineering 27 (2003) 265-272.

28. Roselet, F.; Vandamme, D.; Roselet, M.; Muylaert, K.; Abreu, P.C. Screening of
commercial natural and synthetic cationic polymers forflocculation of freshwater and
marine microalgae and effects of molecular weight and charge density. Algal
Research 10 (2015) 183—188.

29. Knothe,G. Fuel Properties of Highly Polyunsaturated Fatty Acid Methyl Esters.
Prediction of Fuel Properties of Algal Biodiesel. Energy Fuels 26 (2012) 5265-5273.

30. Bucy, H.B.; Baumgardner, M.E.; Marchese, A.J. Chemical and physical
properties of algal methyl ester biodiesel containing varying levels of methyl
eicosapentaenoate and methyl docosahexaenoate. Algal Research 1 (2012) 57-609.

31. Lee, AK.; Lewis, D.M.; Ashman, P.J. Disruption of microalgal cells for the
extraction of lipids for biofuels: processes and specific energy requirements, Biomass
Bioenergy 46 (2012) 89-101.

32. Chen, C-L.; Huang, C-C.; Ho, K-C.; Hsiao, P-X.; Wua, M-S.; Chang, J-S.
Biodiesel production from wet microalgae feedstock using sequential wet
extraction/transesterification and direct transesterification processes. Bioresource
Technology 194 (2015) 179-186.

33. Lee, J.Y.; Yoo, C.; Jun, S.; Ahn, C. Y.; Oh, H. M. Comparison of several methods
for effective lipid extraction from microalgae. Bioresource Technology 101 (2010)
S75-S77.

34. Dong, T.; Wang, J.; Miao, C.; Zheng, Y.; Chen, S. Two-step in situ biodiesel
production from microalgae with high free fatty acid content. Bioresource Technology
136 (2013) 8-15.

35. Martinez-Guerra, E.; Gude, V.G.; Mondala, A.; Holmes, W.; Rafael Hernandez, R.
Extractive-transesterification of algal lipids under microwave irradiation with hexane
as solvent. Bioresource Technology 156 (2014) 240-247.

36. Lemoes, J.S.; Alves-Sobrinho, R.C.M.; Farias, S.P.; Moura, R.R.; Primel, E.G.;
Abreu, P.C.; Martins, A.F.; D’'Oca, M.G.M. Sustainable production of biodiesel from
microalgae by direct transesterification. Sustainable Chemistry and Pharmacy 3
(2016) 33-38.

37. Fernando, S.; Samarasinghe, N.; Lacey, R.; Faulkner, W. B. Algal cell rupture
using high pressure homogenization as a prelude to oil extraction. Renewable
Energy 48 (2012) 300-308.



89

38. Halim, R.; Harun, R.; Danquah, M.K.; Webley, P.A. Microalgal cell disruption for
biofuel development. Applied Energy 91 (2012) 116-121.

39. McMillan, J.R.; Watson, L.A.; Ali, M.; Jaafar, W. Evaluation and comparison of
algal cell disruption methods: Microwave, waterbath, blender, ultrasonic and laser
treatment. Applied Energy 103 (2013) 128-134.

40. Ali, M.; Watson, I.A. Microwave treatment of wet algal paste for enhanced solvent
extraction of lipids for biodiesel production, Renewable Energy 76 (2015) 470-477.

41. Teo, C.L.; Idris, A. Enhancing the various solvent extraction method via
microwave irradiation for extraction of lipids from marine microalgae in biodiesel
production. Bioresource Technology 171 (2014) 477-481.

42. Im, H.J.; Lee, H.S.; Park, M.S.; Yang, J.W.; Lee, J.W. Concurrent extraction and
reaction for the production of biodiesel from wet microalgae. Bioresource Technology
152 (2014) 534-537.

43. Suh, W..; Mishra, S.K.; Tae-Hyoung Kim, T-H.; Farooq, W.; Moon, M.;
Shrivastav, A.; Park, M.S.; Yang, J-W. Direct transesterification of wet microalgal
biomass for preparation of biodiesel. Algal Research 12 (2015) 405—411.

44. Park, J-Y.; Park, M.S.; Lee, Y-C.; Yang, J-W. Advances in direct
transesterification of algal oils from wet biomass, Bioresource Technology (2015)
184, 267-275.

45. Levine, R.B.; Pinnarat, T.; Savage, P.E. Biodiesel Production from Wet Algal
Biomass through in Situ Lipid Hydrolysis and Supercritical Transesterification. Energy
Fuels 24 (2010) 5235-5243.

46. Alves-Sobrinho, R.C.M.; Vauchinski, L.; Moura, R.R.; Primel, E.G.; Abreu, P.C.V.;
Marcelo G. Montes D’Oca, M.G.M.. FAME Production and Fatty Acid Profiles from
Moist Chlorella sp. and Nannochloropsis oculata Biomass. Journal of the American
Oil Chemists' Society 92 (2015) 423-430.

47. Takisawa, K.; Kanemoto, K.; Kartikawati, M.; Kitamura,Y. Simultaneous
hydrolysis-esterification of wet microalgal lipid using acid. Bioresource Technology
149 (2013) 16-21.

48. Rezaee, M.; Assadi, Y.; Hossein, M.M.; Aghaee, E.; Ahmadia, F.; Berijani, S.
Determination of organic compounds in water using dispersive liquid-liquid
microextraction. Journal Chromatography A 1116 (2006)1-9.

49. Harris DC. Analise Quimica Quantitativa. 8th ed. Rio de Janeiro: LTC; 2012. 886
p.



90

50. Martins, M.L.; Primel, E.G.; Caldas, S.S.; Prestes, O.D.; Adaime, M.B.; Zanella,
R. Microextragdo Liquido-Liquido dispersiva. Scientia Chromatographica 4 (2012)35-
51.

51. Maeda, Y.; Thanh, L.T.; Imamura, K.; lzutani, K.; Okitsu, K.; Boi, L.V. New
technology for the production of biodiesel fuel. Green Chem 13 (2010) 1124-1128.

52. Thanh,L.T.; Okitsu, K.; Sadanaga, Y.; Takenaka,N.; Maeda, Y.; Bandow, H. A
new co-solvent method for the green production of biodiesel fuel — Optimization and
practical application. Fuel 103 (2013) 742—748.

53. Yamashita, C.; Magalhdes, P.M.D.S. Métodos simples para o cultivo da alga
Tetraselmis chuii. EMPARN-Boletim de Pesquisa 1984:1-20.

54. Roselet, F.; Burkert, J.; Abreu, P.C. Flocculation of Nannochloropsis oculata
using a tannin-based polymer: Bench scale optimization and pilot scale
reproducibility. Biomass Bioenergy 87 (2016) 55-60.

55. Guillard, R. R. L. 1975. Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates.
In: Culture of Marine Invertebrates Animals (ed.). Plenum Publishing, New York, New
York, p. 29 — 60.

56. Zhu, M.; Zhou, P.P.; Yu, L. Extraction of lipids from Mortierella alpina and
enrichment of arachidonic acid from the fungal lipids. Bioresource Technology 84
(2002) 93-95.

57. Metcalfe, L.D.; Schmitz, A.A.; Pelka, J.R. Rapid preparation of fatty acid esters
from lipids for gas liquid chromatography. Analytical Chemistry 38 (1966) 514-515.

58. Rodrigues, M.l.; lemma, A.F. Planejamento de experimentos e otimizagdo de
processos: uma estratégia sequencial de planejamentos. — 12 Ed. — Campinas,SP:
Casa do Pao Editora, 2005.

59. D’Oca M.G.M.; Soares, R.M.; Moura, R.R.; Granjdo, V.D. Sulfamic acid: an
efficient acid catalyst for esterification of FFA. Fuel 97 (2012) 884—-886.

60. EN 14103: Deternimagao do Teor de éster e ésteres metilicos de acido linolénico
por cromatografia gasosa (2003). Disponivel em < http://www.en-standard.eu/csn-
en-14103-fat-and-oil-derivatives-fatty-acid-methyl-esters-fame-etermination-of-ester-
and-linolenic-acid-methyl-ester-
contents/?gclid=CJuLuPqSgbECFQgGnQodrH1Y7A>. Acesso em 23 mar.2017

61. Im, H.; Kim, B.; Lee, J.W. Concurrent production of biodiesel and chemicals
through wet in situ transesterification of microalgae. Bioresource Technology 193
(2015) 386-392.



91

62. Campos, V.B.; Barbarino, E.; Lourenco,S.0. Crescimento e composi¢do quimica
de dez espécies de microalgas marinhas em cultivos estanques. Ciéncia Rural 40, 2
(2010) 339-347.

63. Nguyen-Deroche, T.L.N.; LE, T.T.; Bui, T.V.; Ringé, Y.; Tremblin, G.; Morant-
Manceau, A. Effects of copper on growth and photosynthesis in marine diatoms: A

comparison between species from two different geographical areas. Cryptogamie,
Algol 30, 2 (2009) 1-13.

64. Moura-Junior, A.M.; Bezerra-Neto, E.; Koening, M.L.; Leca, E.E. Composi¢ao
quimica de microalgas em cultivo semi-intensivo: Chaetoceros gracilis Schultt,
Isochrysis galbana Parke e Thalassiosira weissflogii (Grunow) G. Fryxell & Hasle.
Revista Ciéncia Agronémica 37, 2 (2006)142-148.

66. Balasubramanian, S.; Allen, J.D.; Kanitkar, A.; Boldor, D, Oil extraction from
Scenedesmus obliquus using a continuous microwave system e design, optimization,
and quality characterization, Bioresource Technology 102 (2011) 3396-403.

66. Naghdi, F.G.; Gonzalez, L.M.G.; Chan, W.; Schenk, P.M. Progress on lipid
extraction from wet algal biomass for biodiesel production, Microbial Biotechnology 9,
6 (2016) 718-26.

67. Lee, S.H.; Karawita, R.; Affan, A.; Lee, J.B.; Lee, KW.; Lee, B.J.; Kim, D.W.;
Jeon, Y.J. Potential of Benthic Diatoms Achnanthes longipes, Amphora coffeaeformis
and Navicula sp. (Bacillariophyceae) as Antioxidant Sources. Algae 24,1 (2009) 47-
55.

68. Pimolrat, P.; Direkbusarakom, S.; Chinajariyawong, C.; Powtongsook, S. The
Effect of Sodium Bicarbonate Concentrations on Growth and Biochemical
Composition of Chaetoceros gracilis Schutt. Kasetsart University Fisheries Reserch
Bulletin 34, 2 (2010) 40-47.

69. Gorgdbnio, C.M.S.; Aranda, D.A.G.; Couri, S. Morphological and chemical aspects
of Chlorella pyrenoidosa, Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana and Tetraselmis
gracilis microalgae. Natural Science 5 (2013) 783-791.

70. Borges, L.; Morén-Villarreyes, J.A.; D’Oca, M.G.M.; Abreu, P.C. Effects of
flocculants on lipid extraction and fatty acid composition of the microalgae
Nannochloropsis oculata and Thalassiosira weissflogii. Biomass Bioenergy 35 (2011)
4449-4454.

71. Adamczyk, M.; Lasek, J.; Skawinska, A. CO2 biofixation and growth kinetics of
Chlorella vulgaris and Nannochloropsis gaditana, Applied Biochemistry and
Biotechnology (2016) 1-14.



92

72. Thanh,L.T.; Okitsu, K.; Sadanaga, Y.; Takenaka,N.; Maeda, Y.; Bandow, H. A
new co-solvent method for the green production of biodiesel fuel — Optimization and
practical application. Fuel 103 (2013) 742—748.

73. Sathish, A.; Sims, R.C. Biodiesel from mixed culture algae via a wet lipid
extraction procedure. Bioresource Technology 118 (2012) 643—647.

74. Kaiser, C.R. RMN 2D: Detecc¢ao inversa e gradiente de campo na determinagao
estrutural de compostos organicos. Quimica Nova 23, 2 (2000) 231-236.



