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RESUMO

Dentro de um segmento mundial pela busca por forédesvaveis de energia, 0s
biocombustiveis surgem como uma alternativa viagslcombustiveis de origem féssil,
sendo o biodiesel um sucessor promissor ao diddalisca por novas matérias-primas
para a producdo de biodiesel tem obtido elevadtages durante os ultimos anos,
sendo as microalgas consideradas potencialmensepate esse processo. Esses micro-
organismos fotossintéticos utilizam energia sotmoaiada com agua e gas carbbdnico
para produzir biomassa, capaz de ser transformmadanergias disponiveis, como na
forma de biodiesel. Desta forma, o trabalho tevea@mbjetivo estudar o cultivo de
microalgas dos génerdScenedesmusp. e Spirulina sp., a extracdo do oleo desta
biomassa e a producdo de ésteres etilicos e rstilicsando a producédo de biodiesel,
pela reacan situda biomassa e pela reacéo de transesterificagéifieacao acida do
Oleo. A partir dos resultados obtidos com a extrag@servou-se que as caracteristicas
dos solventes podem favorecer a extracdo de unutna componente da biomassa. O
perfil de acidos graxos do 6leo da microa§eendesmusp apresentou uma maior
proporcao de acidos graxos de cadeia longa do queraalgaSpirulinasp, sendo que

o0 6leo obtidos para as duas microalgas apresentattamacidez, de 4,9 para a
Scendesmusp. e 14,3Spirulina sp. Na producdo de ésteres, tanto para a microalga

Scenedesmusp. como para &pirulina sp, as analises de variancia fatorial revelaram
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que houve interacdo entre os quatro fatores (pxOi6hperatura, tempo, alcool e
solvente. As interagBes que levaram, em média,r@dimentos mais altos para a
microalga Scenedesmusp. foram: etanol e cloroférmio (T=60 °C); metanel
cloroférmio (T=60 °C); etanol e hexano (T=60 e @).°Ja as reacbes conBairulina

sp. as interacbes que levaram, em média, aos renttimmmais altos. foram: etanol e
cloroformio (T=60 °C) e etanol e hexano (T=45 °Byuve uma grande diferenca nas
reacOes de transesterificacio/esterificagasitu entre as duas microalgas analisadas,
possivelmente devido as diferencas na estrututdacalas microalgas. Nas reacoes de
transesterificacdo/esterificacdo acida do oOleo dmoalga obteve-se um rendimento
tedrico de ésteres de 10 a 15 vezes menor quamdpacado com a reacdo situ. A
reacaan situ apresentou-se mais vantajosa devido a reducaostiescrelacionados ao
tempo de reacao e ao uso de solventes quando chapaw processo de extracao e/ou
purificacdo do oleo, sendo evidenciados na reagéasitu elevados rendimentos em

ésteres.
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ABSTRACT

Within a global segment by search for renewableg@néeiofuels emerged as a viable
alternative to fossil fuels, biodiesel is a promgsisuccessor to diesel. The search for
new raw materials for biodiesel production has g@dihigh profile in recent years, the
microalgae are considered potentially useful fas tbrocess. These photosynthetic
microorganisms use solar energy associated witlerveatd carbon dioxide to produce
biomass that can be transformed into available ggnesuch as biodiesel. Thus, the
thesis aimed to study the cultivation of microalgdehe genusScenedesmusp. and
Spirulina sp., the oil extraction and the production of rngkthand ethylic esters
seeking at biodiesel production, byin situ reaction and by acid
transesterification/esterification reaction of ddirom the results obtained with the
extraction, it was observed that the solvent fesmtumay favor one or another biomass
component. The fatty acid of oil profile from miatgae Scenedesmusp. showed
higher proportion of long chain fatty acid than theroalgaeSpirulina sp., both with
high acidity, 4,9 fromScenedemusp. and 14,3 fron$pirulinasp. In the production of
esters for both the microalg&eenedesmugp. as folSpirulinasp., factorial analyzes of
variance, revealed that there was an interactidwesn the four factors (p<0.05):
temperature, time, alcohol and solvent. The inteyas that led on average to higher

incomes for microalga&cenedesmusp. were chloroform and ethanol (T=60 °C),



methanol and chloroform (T=60 °C) and ethanol aeganhe (T=60 and 90 °C). The
reactions withSpirulina sp., interactions that led, on average, at highelds were

chloroform and ethanol (T=60 °C) and ethanol angahe (T=45 °C). There was
difference in transesterification/esterificationacgons in situ between the two
microalgae examined, possibly due to differencatencellular structure of microalgae.
In acid transesterification/esterification reacfoaf microalgae oil was obtained a
theoretical yield of ester 10 to 15 times lower wlvempared with the reaction in situ.
The reaction in situ had to be more advantageows tdureduced costs related to
reaction time and the use of solvents when comptrdtle extraction process and/or

purification of the oil, being evidenced in thegtan in situ esters in high yields.



INDICE
CAPITULO I . INTRODUGAO........ouviiiiie e e, 01
CAPITULO Il. FUNDAMENTAGAO TEORICA......coiiieeiieeieeiee e 06
0 O =TT To [ =TT PP P P PP PPPPPR 06
Il.2. Matérias-primas para a Producdo de Biodiesel............cccccceeeeiiiiiinnns 10
[1.3. MICIOAIQAS. ....cvviiiiiiie et e e e ee e 13
[1.3.1. Cultivo de MICroalgas..........ccoviiimeee e e e e e e 14
11.3.2. Meios de Cultura e Fontes NULHCIONAIS..cue...vevvvviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeenn 16
[1.3.3. FOtODIOIEAtOrES. ... .cc it enees 19
[1.3.4. SCENEUESIMUBL. ...ceeiiiiiiiiiiiie e e e e e ettt e e e e e e e e e e e 22
LG TR ST o[ U] [T = o 23
11.4. Oleo NAS MICIOAIGAS. ........eceeeiveiereeeme e ete et eee et seeees s renns 24
11.5. EXtragao de Ol O0.......c.covcviuiiveieeeeeieeeeeete ettt 26
11.6. ProduGAO de ESLEIES.......c..cuveveveeeeeaeneeeecte ettt 27
00 et e ST SR 29
[1.6.2. CataliSAdOIES. .....ccvviiiiiiiieei e 30
CAPITULO Ill. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......cccoovts aerieirieeeneeesieieieieeenenes 36
l11.1. Variagdo na ComposiGao dos NULHENLES..........uuvviiieiiiiiiiiiieeeeeiie 36
[1l.2. Recuperacdo da Biomassa € SeCagemM. . eeeeeervieiiiiiieeeeeeeeeeeen 41
111.3. Extrac&o do Oleo em MICrOalgas..........coeiveeeeeeeeeieiereeeeeeeese e 42
111.4. Acidos Graxos no Oleo de MiCroalgas. .......c..oveveeeeeieeceeeeeeeeanenes 46
111.5. Biodiesel de Oleo MICroalgal...........ceeeeiveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeee e 48
[11.5.1. Transesterificacado/Esterificacdo acCida . ......ccevvvrrrererrvrrrnniiineennn. 48
IR T =T Tote = o I (TR 52
CAPITULO IV. MATERIAIS E METODOS.......cocoiiiiieis et 55
IV.1. Cultivo de MICroalgas...........ccuuuuiicemmmuiiiiieee e s 55
IV.1.1. MEIOS A€ CUIIVO.....eeviiiiiiiiiiei ittt 55
IV.1.2. Cinética de CreSCIMEeNTO..........cccccemmmmiiiiiiiiiiiii e 95
IV.1.3. Condicdes de Cultivo de BiomassSa.......cceeueevieeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiinnnnns 60

IV.2. Recuperacdo e Secagem da BIOMASSA. . o« areeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeinnnns 61
IV.3. EXtracao d0 OlE0.........c.coveeeeeeri ettt eneaen, 61
IV.3.1. MELOUOS. ....cccoieiiieeiiee e ere e 62



Xi

IV.4. CaracterizaGao do OlE0.................oommmmeveeeeeeeeeieeeeieeeeseesreeeeeeeaen, 63
IV.4.1. Determinacg&o do indice de ACIdezZ.....coceeeveveveeeieiceieee, 63
IV.4.2. Determinac&o do Perfil de Acidos Graxosaleo............................ 64
IV.4.3. Determinacdo da Massa Molar do Oleo.............cccccvevivivecveeenann. 65

IV.5. ProduGaio d€ ESIErES........cecviueeceeeeeieeeeeeee e st 66
IV.5.1. REAGEAMN SIUL.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e et e e e e e e 66
IV.5.1. Reacdo Transesterificacio/EsterificacAmACi...............ccocveneen.e. 67

IV.6. Analises CromatografiCas............uuuuceeeeeeiieeeeeeiiiiiiise e e e e e e e e e aeeee 68
IV.6.1. Quantificacdo dos Produtos de Reaga0............uveveviieiieieeeeennenne. 69

CAPITULO V. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ceeeeieeeeeeeeeee e 72
V.1. Cultivo das MICroalgas...........couueiiiocce ettt eeeeeeeeenene 72
V.1.1. Cultivo de Microalgas dos Génefdsenedesmusp. eSpirulinasp.
em Escala de Bancada e Avaliacdo dos Parameti@sltieo............ 72
V.1.2. CondigOES de CUIIVO......cevviiiiiiiieiimeeeiieeeee e 79
V.2. Recuperacéo e Secagem da BiomasSa....cccueeeeeuuiiiiiieeeeeeiiiiiieeeiiiiinns 82
AV = Yox: (o X [0 1 O 1 [=Yo JO TSR 83
V.4. Caracterizacio do Oleo EXIraido.........cceceivieeeeeerieiiceeeeeeee s, 89
V.4.1. Perfil dos Acidos Graxos no Oleo das Micgaal.................c........... 89
V.4.2. Acidez € Massa MOIAT...........oouuuuiiiieeii e 97
V.5. Producéo de Esteres a Partir de MiCroalgas............ccoveveeeeeeireeeenen. 97
[V T I L= Vo= T IS | (1 98
V.5.2. Reacéo de Esterificacdo do Oleo de Micraalga..............ccccuvenee.. 107
CAPITULO VI. CONCLUSOES......cccoiiiiiiiririeieiee st 109

CAPITULO VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



Xii

INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Zoneamento agroecolégico potencial de matériasas no Brasil....... 11
Figura 2 — Matérias-primas utilizadas na producéo de bgadie........................... 11

Figura 3 — Monitoramento da concentracdo de biomassa coferedies
concentracoes de Gda e a: Spirulinasp com 6 e 12% de GOb; e bb: S.
obliguuscom 6 e 12% de COrespectivamente)...........ccouvvveeeeeersmmmmneeeeeeeeennnnns 18

Figura 4 — Diferentes configuragdes de fotobiorreatores. ............ccccvvvvvvnnnee. 20

Figura 5 — Fotobiorretor: A) lampadas de halogénio de M@0B) ventiladores;
C) compressor de ar do sistema de agitacdo do (BB@); D) tanque do

fotobiorretor; E) mangueiras do sistema de terntiasigho do cultivo; e F) sistema

B B A e ———— e 21
Figura 6 — Colonia deSCENEUESMUED. .....uvvuueuiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s e ensnnes 22
1o [ = WA AN [ = B o1 U] 11 = E= o 23
Figura 8 - Extrator de SOXNIEt..........cooiiiiiiiiii e 27
Figura 9 — Reacdao global transesterificacéo de triacilghke................cccovvneennnnn. 28
Figura 1C — Etapas da reagao de transesterifiCagao..cccummurrrriiiiiiiiiiiieaainniinnn, 28
Figura 11 — Etapas do mecanismo da reacdo de transestgiidicam alcool...... 32

Figura 12 — Reacao de saponificacdo, em que: R’: cadeidoid do 4cido graxo

e R: grupo alquila do AICOO0L............eeeiieiiiiiiiiiiieeee e 33

Figura 13 — Etapas do mecanismo da reacdo de transestgfificacida com

alcool, onde: R’: cadeia carbdnica do acido grako grupo alquila do alcool....... 33

Figura 14 — Efeito da temperatura de secagem da biomassaiataalgaC.

vulgaris, no conteldo de liPidioS. .......ciieiiii e 42

Figura 15 — Exemplo de moléculas presentes nos lipidiosstata........................ 44



Xiii
Figura 16 — Analise da composicao lipidica das microalgas Wildtertiolecta e
NL OCUIALA. .....eeieeeeeeeeee ettt eaea e e e e e e e e e e e R 11

Figura 17— Rendimento do biodiesel produzido em funcédo deorddol:6leo... 49

Figura 18 — Efeito da raz&o alcool:6leo na composi¢do dodyios da reacdo de
transesterificacao dO Ole0 € SOJA ........ e eeeereriiiiiiee et e e 50

Figura 19 — Reacadn situ a) antes de adicionar hexano:cloroférmio e b) apos
SEPArACAOD UAS FASES. ... .uuuiiiiiiiiitiee s o st e et e e e e e e e e e e 67

Figura 20 — Reacdo de transesterificacdo/esterificacdo do de microalgas

a) separacao das fases e b) ésteres etiliCOS o viriiiiiiiiiiiie e, 68

Figura 21 — Concentracdo da biomassaSt®Enedesmusp. em fungcéo do tempo

de cultivo, para diferentes MeIOS. ..........cceeeeeeeeiriiiiiiiiieeee e e e e e e e e eeeees 73

Figura 22 — Montagem dos experimentos para estudar a variaga&oncentracao

do meio MC no cultivo da microalggenedesSmuEp..........cceevvvvvviiiiiiiiiieneeeeeeeenn, 75

Figura 23 — Concentracao da biomassaStenedesmusgp. cultivada no meio MC,
nas diluicbes 1:10 (azul), 1:7,5 (vermelho), 1:8r@e), 1:2 (cor de rosa), 1:1
(preto) durante 0 periodo de CUIIVO. ... e eeeeeeeeeeeieecciiiiieeeee e e e 76

Figura 24 — Montagem dos experimentos para estudar o cudtas microalgas

Spirulinasp. €M MEI0 ZarTOUK..........oiiiiiiiiiee e 78
Figura 25 - Concentragcédo da biomassa para o cultivBpleulinasp..................... 79
Figura 26 — Cultivo das microalgas em ambiente controladQ........................... 79

Figura 27 — Cultivo das microalgas. em temperatura ambientebiorreator de
Maior CapaACIAAAE (500 L)...uuuuuuuiiee e ettt e e e e 80

Figura 28 — Cultivo das microalgas em fotobiorreator de 3Q.L...........cceeeeereeeee. 81

Figura 29 — Recuperacdo da biomassa: a) Decantacdo apés alidéarulante;
b) filtracdo; c) recuperacdo da biomassa; e d) bgma algacea seca........................ 82

Figura 30 — Biomassa seca € triturada...............cemmmeeeeeeeeeeeeee e 83



Xiv

Figura 31 — Coluna recheada com carvao ativado para seppakas lipidios

LTS 01 86

Figura 32 — Extrato diluido em hexano: a) antes; e b) depeipassar pela coluna
recheada com carvao ativado.............uuueemceeiiiicc e 87

Figura 33 — LipidiOS NEULIOS.......cceieeeeieieeee e et e e e e e e e e ene s 87

Figura 34 — Perfil acidos graxos, em % massica, do Oleo deroalga
Scenedesmusp.: a) C4:0, C6:0, C8:0, C10:0, C12:0 e C13:0CH}.0, C14:1,
C15:.0, C16:1, C17:0 e C17:1; e c) C:16, C18:.0, €C1&818:2 e C18:3. Os

solventes utilizados foram: H — hexano, D — diaheetano e E — éter etilico........... 92

Figura 35 — Perfil acidos graxos, em % massica, do 6leo @aoaigaSpirulina

sp.: a) C4:0, C8:0, C10:0, C16:0 e C16:1; e b) €1818:1, C18:2, C18:3, C20:3

e C20:5. Os solventes utilizados foram: H — hex&@ne, diclorometano e E — éter
BIICO. e 96

Figura 36 — Quantidade de éster metilico/etilico obtido eagéo in situ com
Scenedesmusp. em funcdo do tempo de reacgdo, para os sadvelteformio e

hexano, em diferentes temMPeraturas........cccccecceeeeeeeeiiiiiiiiiininee e eeeeeeeeeeeeeees 99

Figura 37 — Quantidade de éster etilico produzida, por techgpaeacaaon situ,

para a microalg&cenedesmus.sgom cloroformio.............ccccoeevviiiiceeeneeneeee, 102

Figura 38 — Quantidade de éster metilico/etilico obtido eac#éo in situ com
Spirulina sp. em fungdo do tempo de reacdo, paraobsentes cloroférmio e
hexano em diferentes temMpPeraturas.........occoooooeeeeeiiiiiiiiiiie e 103

Figura 39 — MicroalgaScenedesmusgp.: a) no cultivo; b) biomassa seca; ¢) 10 min

de reacao, utilizando etanol e cloroformio a 60€@) 120 min de reacao........ 105

Figura 40 — MicroalgaSpirulinasp.: a) no cultivo; b) biomassa seca; ¢) 10 min de

reacao, utilizando etanol e cloroférmio a 60 °@) 20 min de reacgao.................... 105



XV

INDICE DE TABELAS

Tabela 1 — EspecificagOes para 0 biodieSel.........eeeeeiiiiiiiniiieeeeeeee, 09
Tabela z — Fontes de 6leo para producdo de biodiesel....c............c........ 12

Tabela 3 - Composi¢do quimica das microalgas expressas em dms
MASSA SECA (Y0)- - eeeeeeeee ettt mmmmmm o e e e e ettt eeaaaa s 25

Tabela 4— Componentes principais do 6leo da micro&lgarotothecoides 38

Tabela £ - Teor total de lipidios, em % de biomassa sertgielos por
diferentes MetodolOgIas. ..........ccoviiiiet e e e e ettt e e e e eaeees 43

Tabela € - Perfil de acidos graxos (%) das microaldgggirulina sp,
Scenedesmus obliquus, Synechococcus nidal@hsorella vulgaris......... 46

Tabela 7— Composicéo de lipidios em diferentes temperatdessecagem.. 48

Tabela &€ — Relacdo de ésteres metilicos de acidos graxamtados no

biodiesel do 6leo da microal@a obliqUUS.............ccooeviiiiiiiiei e 51

Tabela ¢ — Esteres metilicos de acidos graxos no biodigseticroalga

Chlorella prototheCOIdES........uuueiiiiiei e 52

Tabela 1( — Propriedades do biodiesel de 6leo de microadgasdiesel

(60 11011 10 TR PP PPN 52
Tabela 11— Meio MC para cultivo d8cenedesmusp..........ccceevvvvvvvnnnnnnnnn. 56
Tabela 1z — Meio DM para cultivo d&cenedeSmusp.......cccceeeveeeeeeeeeennnn. 56
Tabela 12— Meio NPK (10:10:10) para cultivo @eenedesmisgp............... 57
Tabela 14— Meio NPK (10:10:10) para cultivo @cenedesmwsp.............. 57
Tabela 1f — Meio Zarrouk para cultivo depirulinasp...........eeevvveeiiiiinnnnnnn. 58
Tabela 16— Solugdo A (MICrONULIHENTES)........cciveiiiiiiiiii v 58

Tabela 17— Solugdo B (MICroNULNENTES).......uuuueeiiieeeee e e 59



XVi

Tabela 18- Produtividade e taxa de crescimento para difesemteios no

CUItIVO dESCENEUESIMUEP.....ceviiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e eeennnnnn s 74

Tabela 1¢ — Produtividade (mg.L 1.dia-1) para diferentesiddes do meio
MC NO cultivo dESCENEAESIMUEP.......ccvviiiiiiiiiiiiiaee e e e e 75

Tabela 2( — Taxa de crescimento e duplicagbes por dia, gdeaentes

diluicdes do meio MC de cultivo d&cenedesSmUE.........ccevvvvveeiiiiiieeeeeeeennn. 77

Tabela 21 — Produtividade, taxa de crescimento e duplicapdegslia para

0 cultivo da microalg@piruliNasP........ccceevvrviiieiriieieiiiee e s e 78

Tabela 22 — Produtividade e taxa de crescimento para a algao
Scenedesmusp. e Spirulina sp. no cultivo em temperatura ambiente e
escala Maior (500 L)....cuuuuuiiiiieeee et 80

Tabela 2: — Produtividade e taxa de crescimento para a algao
Scenedesmusp. no cultivo em temperatura ambiente no fotobaior de
B0 L e e e e e e e e e e e e reaerrr————————————— 81

Tabela 2¢ — Quantidade de lipidios totais da extracdo do dke microalga

Scenedesmugp. pelo método Bligh € Dyer (1959)........ccceeemrceeiiiiieeeeeeennn. 84

Tabela 2t — Quantidade de lipidios totais/g biomassa sed&dama
extracdo do Oleo das microalgas por dois métodoség solventes

(0 [ (ST (=] 01 (ST TSR 84

Tabela 2¢ — Quantidade de 6leo retido na coluna de leito fie carvao

21 (Y7 (6 [ OO TP PP PP PPPPPPPPPPPTPN 88
Tabela 27 - Perfil de acidos graxos do 6leo da micro@ganedesmusp... 90
Tabela 2¢ - Perfil de a&cidos graxos do 6leo da micro@gaulinasp.......... 94
Tabela 2¢ — Caracteristicas do 6leo obtido das microalgasladas............ 97

Tabela 20 — Valores mais altos de rendimentos em ésteregaona de

biomassa d&CENEUESIMUEP.......cceuiuuiuiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeennnees 101



Tabela 3] — Valores mais altos de rendimentos em ésteregnaona de

DIOMAaSsSSa ASPITUIINASP...ceeeeiiiiiiiiieie e et

Tabela 3: — Esteres etilicos produzidos a partir do 6lemizoalga...........

XVii



CAPITULO |

INTRODUCAO

A preocupacao mundial sobre a disponibilidade &utle recursos energéticos
esta fundamentada em questdes de seguranca nacstabilidade econdmica e
sustentabilidade ambiental (MASIERO e LOPES, 208BJG et al, 2011). Neste
contexto, verifica-se que a demanda mundial pavaedos do petrdleo é crescente e 0s
efeitos ambientais de seu uso em atividades indisstle geracdo de energia e de
transporte, além da forte expectativa de desahbemet futuro de petroleo, séo
responsaveis pela verdadeira revolucdo no desemaiio energético e na busca de
energias alternativas (O FUTURO DA INDUSTRIA: BIGEBEL, 2006). Assim,
dentro do segmentade combustiveisautomotivos, a inclusdo de combustiveis
renovaveisna matriz energética, € uma alternativa para @rd&mcia mundial em
relacédo ao petroleo e para minimizar as emissaesadaras do efeito estufa (KHALIL,
2006; CARTILHA BIODIESEL-SEBRAE, 2008). Além dissoo uso de
biocombustiveis pode oferecer outros beneficiostrdeos quais podem-se destacar o
desenvolvimento regional e a estrutura social, @alpeente para 0s paises em
desenvolvimento (DEMIRBAS, 2008).

No cenario mundial o ibdiesel surgiu como um sucessor promissor aos
combustiveis fésseis, derivados do petréleo. Umhetivel alternativo ao petrodiesel
deve ser tecnicamente possivel, economicamentesatitiviip, ambientalmente aceitavel
e estar facilmente disponivel (DEMIRBAS, 2008). ®ater renovavel torna o produto
uma fonte importante de energia a longo prazo (BEJSEL NO BRASIL, 2008). O
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interesse mundial pelo biodiesel resulta de umguogéo de fatores: é compativel com
o diesel de petréleo em praticamente todas aspopsedades; é biodegradavel; gera
reducao nas principais emissdes presentes nos da&®ustao; possui um alto ponto
de fulgor, que lhe confere manuseio e armazenamewlis seguros; e apresenta
excelente lubricidade (KNOTHEet al, 2006). Acredita-se que o0 uso de biodiesel
permitira buscar um equilibrio entre agriculturasehvolvimento sécio-econémico, e o
meio ambiente (DEMIRBAS, 2008).

No Brasil, juntamente com o etanol, o biodiesel pdenuma oferta importante
para o segmento de combustiveis. Atualmente, exi€i® plantas produtoras de
biodiesel autorizadas pela ANP para operacdo neg, pairrespondendo a uma
capacidade total autorizada de 17.862,9%dim H4&, ainda, 10 novas plantas de
biodiesel autorizadas para construcdo (ANP, Bol&tensal do biodiesel, 09/2011).

O biodiesel pode ser produzido a partir de muitaéénas-primas distintas,
incluindo Oleos vegetais, gorduras animais, Olessdaos em frituras e até matérias
graxas de alta acidez. No Brasil existe uma gradidersidade de opg¢les para a
producdo de biodiesel, tais como o 6leo de palmbadu, soja, girassol, amendoim,
algodao, entre outros. Fatores como geografia, acliem economia local sao
determinantes na escolha de quais 6leos apresemagon interesse e melhor potencial
para o emprego como biodiesel (KNOTEEal, 2006) em cada regido do pais.

Embora uma série de bio-matérias-primas estdo natudé sendo
experimentadas para a producdo de biodiesel, a®algas surgem como uma das
fontes mais promissoras para a producdo de biddibsste modo, a producao de
biodiesel a partir do cultivo de microalgas quesapntem alto teor de lipidios constitui-
se em fonte renovavel de energia e podera contrdmiiforma significativa para a
matriz energética mundial (MORGAD& al,, 2008). Como caracteristicas principais as
microalgas s&o micro-organismos fotossintéticos wfilzam energia solar associada
com agua e gas carbodnico (§CQpara produzir biomassa, sendo a fotossintese o
processo chave para transformar a energia soldomnas de energia disponivel para
toda vida orgénica no ambiente. Assim, as micr@aigan sendo consideradas como
fonte potencialmente Util para a producao de bgadjgois sua produtividade supera a
de qualquer vegetal comercialmente produzido nodmusendo os rendimentos em
Oleo por hectare equivalente de &rea utilizadardens de grandeza superiores as das

oleaginosas tradicionais (LOURENCO, 2006). Alénsdjsas algas podem crescer em
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lugares afastados de terras cultivaveis e florestasimizando, assim, os danos
causados a cadeia alimentar e ao ecossistema.

As microalgas sao encontradas em diversos biotajmsdo a sua diversidade
ecologica e adaptabilidade fisiolégica (MORGARDal, 2008). Outra caracteristica
bastante atrativa nas microalgas € que estas afapselevadissimas produtividades
em biomassa seca, 0 que representa, comparativwnmehor gasto de area para o
cultivo. A producdo da biomassa é continua, ndoeseggime de safras e o meio de
cultivo (Que € aquoso) pode ser reaproveitado. Contes de carbono podem ser
utilizados o CQresidual de processos. Isto pode contribuir dedosignificativa para
a captura deste no ambiente minimizando as emisdéegidas do efeito estufa
(VILCHEZ et al, 1997). Também, podem ser cultivadas em aguagtgee ao lado de
grandes plantas industriais, sintetizando o Olparér da digestdo dos poluentes (KOH
e GHAZOUL, 2008).

Para a producéo de biodiesel a escolha do catatissgpende da natureza do
Oleo. Os catalisadores mais comumente usados séatalisadores acidos ou basicos.
Também podem ser empregados catalisadores enzsjatjoe apresentam algumas
vantagens quando comparado aos catalisadores acidi@sicos, mas 0 seu custo ainda
€ um fator limitante para uso na produc¢éo de bsailliem grande escala (DEMIRBAS,
2008).

Varios parametros afetam a formacéo de ésteresagda de transesterificacao,
quais sejam: temperatura, relacdo molar alcool,6lemidade do 6leo, tipo de
catalisador, teor de acidos graxos livres, purepa deagentes, dentre outros
(SCHUCHARDTEet al, 1998). Foi observado que 0 aumento da tempardteireacao
tem uma influéncia favoravel no rendimento em éste© rendimento em ésteres
alquilicos também aumenta quando a relagcdo molar aldeol:6leo aumenta
(DEMIRBAS, 2008). A sintese de biodiesel a partr @eo de microalgas pode ser
influenciada por diversos fatores, entre estes;oaslicbes de cultivo, visto que este
parametro afeta a qualidade do 6leo e, consequentepa escolha da rota de sintese
para a producéo de biodiesel (BECKER, 1994, ROSHRNBEt al, 2008, MANDAL e
MALLICK, 2009).

Nas ultimas décadas, os estudos envolvendo miamaégn diversos paises do
mundo, vém aumentando de forma significativa emmdsrqualitativos e quantitativos.
Este quadro reflete o potencial elevado das migasalcomo matéria-prima para a
producdo de biodiesel (UMDt al, 2009; MIAO e WU, 2006; XUet al, 2006;

3
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OGBONNA e TANAKA, 2000; RODOLFlet al, 2008; VICENTEet al, 2004,
MANDAL e MALLICK, 2009; WIDJAJA et al, 2009, LEWISet al, 2000). Um dos
desafios na utilizacdo de microalgas € a compleeidde extracdo de lipidios com
solventes orgéanicos, cujo extrato pode ser utiizad processo de transesterificacao
para obtencédo de biodiesel (WAHLEHNal, 2011)

No Brasil, alguns centros de pesquisa vinculadddnaversidades iniciaram
estudos relacionados a producéo de 6leo de miama@gua aplicagdo na producéo de
biodiesel. A Petrobras, que é referéncia mundiatiesenvolvimento tecnoldgico para a
producdo de biocombustiveis, em parceria com aveBidades Federais do Rio
Grande do Norte e de Santa Catarina, realiza pessjpara a producao de biodiesel a
partir de microalgas, que vivem nas aguas saliagatb litoral do Norte e na 4gua
proveniente de producdo de petroleo do Polo Indlisie Guamaré. No Parana, o
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia—-Suistentavel (NPDEAS)
localizado no Centro Politécnico da Universidaddefal do Parana em Curitiba, tem
como objetivo inicial demonstrar o conceito de géocade poténcia distribuida auto-
sustentavel a partir de biocombustiveis renovayeissuindo uma planta piloto para a
producao de microalgas. Além disso, no norte dariBara Copel em parceria com o
IAPAR e a Fundacdo de Apoio a Pesquisa e ao Desamemto do Agronegocio
(FAPEAGRO), vém se dedicando desde 2009 a implaotde um projeto para selegédo
de microalgas, resultando a instalacdo de um laavaem Londrina voltado
exclusivamente a pesquisa sobre microalgas pa&ifiargéticos.

Embora as microalgas sejam potencialmente apr@wipadra a producdo de
biocombustiveis, os dados disponiveis na literagobre o cultivo de microalgas,
obtencéo do 06leo e producédo de biodiesel sdo dimitmdos (LOURENCO, 2006;
TEIXEIRA e MORALES, 2008). Surge, entdo, a necemdtd de se buscar o
desenvolvimento e dominio da tecnologia de extrag@odleo e da producédo de
biodiesel a partir de microalgas.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo estodcultivo de microalgas
dos génerosScenedesmusp. eSpirulina sp, a extracdo do 6leo desta biomassa e a
producdo de ésteres, visando a producdo de bibdRase isto, primeiramente, as
microalgas foram cultivadas em escala de bancafaosos parametros de cultivo
avaliados para a producdo de biomassa. Na etapatega biomassa foi colhida e
seca. A partir da biomassa seca foi realizada eagid dos lipidios totais, sendo

avaliados o tipo de solvente, as condicdes de g&dra as caracteristicas fisico-
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quimicas do Oleo obtido. Por fim, foram realizadascacbes de
transesterificacao/esterificacdo é&cida da biomassaitu e do Oleo extraido das
microalgas, para a producdo de ésteres etilicostiéicus, avaliando-se os parametros

de temperatura e tempo de reacéao.



CAPITULOQ I

FUNDAMENTACAO TEORICA

I1.1. BIODIESEL

A utilizacdo de fontes alternativas de energia @suthas grandes prioridades
atuais, que vem contribuir significativamente pa@ntornar os graves problemas
ocasionados pelo desenvolvimento tecnolégico. Aqupeacao atual pela reducédo da
poluicdo e a crise energética tém estimulado o aderenundial de biocombustiveis. A
economia global mantém-se em crescimento e a dem@ordenergia limpa e recursos
renovaveis encontra-se em continuo aumento (RIVAdtl, 2009).

O hiodiesel & definido como um biocombustivel derivdddiomassa renovavel
para uso em motores a combustdo interna com igmigah@ompressao ou, conforme
regulamento, para geracdo de outro tipo de eneggi@, possa substituir parcial ou
totalmente combustiveis de origem fossil (b#eil1.097, de 13 de setembro de 2005)

O bodiesel surgiu mundialmente como uma alternativ@missora aos
combustiveis minerais, derivados do petroleo. Agegbes mundiais previstas apontam
substituicdo crescente das fontes de combustivelorigem féssil pelas fontes
renovaveis de origem de biomassa, dentre estasramdhs da cana-de-acucar e do
milho, para a producéo de etanol, e as derivada®os vegetais de canola, de soja,
de mamona, entre outros, para a producdo de badd€ARTILHA BIODIESEL —
SEBRAE, 2008).
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Juntamente com o etanol, o biodiesel compde umdaofmportante para o
segmento de combustiveis. Ambos sdo denominaddsiodembustiveis por serem
derivados de biomassa (matéria organica de origegetal ou animal que pode ser
utilizada para a producdo de energia), menos ptEsea renovaveis. O carater
renovavel torna o produto uma fonte importante dergia em longo prazo
(BIODIESEL NO BRASIL, 2008). O interesse mundialgéiodiesel resulta de uma
conjuncéao de fatores (KNOTH&# al, 2006), quais sejam:

e & compativel com o diesel de petréleo em praticeendndas as suas
propriedades;

» é derivado de matérias-primas renovaveis, reduzesom, a dependéncia sobre
os derivados de petroleo;

* € biodegradavel;

» gerareducao nas principais emissdes presentemaes de exaustao;

* possui um alto ponto de fulgor, que Ihe confereusai® e armazenamento mais
seguros;

» apresenta excelente lubricidade;

» é consideravelmente menos téxico que o combustiesél;

* pode ser armazenado adequadamente, por um anonseamcas drasticas em

seus parametros de qualidade.

Alguns problemas inerentes a producdo e uso deeBmldsdo relacionados
(KNOTHE et al, 2006):
* ao seu alto custo;
* a0 aumento que causa nas emissoes dgenNgases de exaustao;

» asua baixa estabilidade a oxidagéo, quando exposio.

Em muitos paises, o0 alto custo da producdo dedsebiem sido compensado
por legislagbes especificas, marcos regulatériosuhsidios na forma de isencbes
fiscais (KNOTHEet al, 2006). No Brasil, por meio do Programa NaciorePdoducao
e Uso do Biodiesel (PNPB), o Governo Federal ormgana cadeia produtiva, definiu as
linhas de financiamento, estruturou a base tecieadg editou o marco regulatério do
novo combustivel. O PNPB tem como principais dizefy, implantar um programa

sustentavel, promovendo inclusdo social, garam@cgs competitivos, qualidade e
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suprimento e produzir o biodiesel a partir de éifiées fontes oleaginosas e em regides
diversas.

Com relacdo as emissdes de exaustédo, estudos deamosie o biodiesel, em
comparacao com o diesel proveniente do petréleesaptou decréscimo consideravel
nas emissbes de CO, menor emissdo de particulss, toéducédo significativa nas
emissdes de compostos aromaticos, reducdo de 3@¥hidsdo de aldeidos e cetonas e
a mutagenicidade relacionada as emissdes do bebdesnuito inferior, indicando que
0 biodiesel reduz os riscos a saude associadograerc Por outro lado, o uso de
biodiesel levou a um aumento nas emissoes de fl@ando a administragdo do motor
(intervalo e comportamento de injecdo) permanenalierada, porém, essas taxas de
emissées foram inferiores ao limite legal de 7 alRWKNOTHE et al, 2006).

A producdo de biodiesel esta significativamentelesada, uma vez que o
governo brasileiro estabeleceu a obrigatoriedadeddzio de biodiesel ao combustivel
de petroleo mediante a |€111097/2005, sendo que desde janeiro de 2010 add@sel
comercializado em todo o Brasil contém 5% de bemli€dResolucdo n°® 6/2009). A
existéncia de um mercado cativo e crescente pdiadiesel representa um estimulo
econdbmico muito importante para empresas capitiizae com maior escala de
producédo (CARTILHA DO BIODIESEL, 2008; ANP, 2011).

O Brasil estd entre os maiores produtores e comsues de biodiesel do
mundo, com uma producdo anual, em 2010, de 2,ddslle litros e uma capacidade
instalada para cerca de 5,8 bilhdes de litro (AAR1).

A producéo e o uso do biodiesel no Brasil propictadesenvolvimento de uma
fonte energética sustentavel sob os aspectos atabienonémico e social e também
trazem a perspectiva da reducdo das importacoesedediesel. Em 2008, o uso do
biodiesel evitou a importacédo de 1,1 bilhdes dedide diesel de petrdleo resultando
uma economia de cerca de US$ 976 milhdes, gerantasl para o Pais e, ainda, de
acordo com os dados do Ministério de Desenvolvimehgrario, a producdo de
biodiesel gerou cerca de 600 mil postos de trabathcampo (ANP, 2010).

O Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiedel € restritivo,
permitindo a utilizacdo de diversas oleaginosas rmoatérias-primas animais.
Independente da matéria-prima e da rota tecnolpgichiodiesel € introduzido no
mercado nacional de combustiveis com especificag@a. Ainda que cada oleaginosa
tenha suas proprias caracteristicas, o biodiesakmalizado pelos diversos agentes

econdbmicos autorizados em todo o territério nadialeve atender a especificacédo
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definida no Regulamento Técnico da Agéncia NacialelPetréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP n° 7, de 19/3/2008). A Tabklapresenta as especificacbes

brasileiras para a comercializacédo do biodiesel.

Tabela 1- EspecificagOes para o biodiesel.

Propriedades Limites
Massa especifica a 20°C (kgJm 850-900 kg/m
Viscosidade Cinematica a 40°C 3,0-6,0 ism
Teor de Agua, max. 500 mg/kg
Contaminacado Total, max. 24 mg/kg
Ponto de fulgor, min. 100,0 °C
Teor de éster, min 96,5 % massa
Residuo de carbono 0,050 % massp
Cinzas sulfatadas, max. 0,020 % massa
Enxofre total, max. 50 mg/kg
Saodio + Potassio, max. 5 mg/kg
Célcio + Magnésio, max. 5 mg/kg
Fosforo, méx. 10 mg/kg
Corrosividade ao cobre, 3h a 50 °C, max. 1
Numero de Cetano Anotar
Ponto de entupimento de filtro a frio, max. 19°C
indice de acidez, max. 0,50 mg KOH/g
Glicerol livre, max. 0,02 % massa
Glicerol total, max. 0,25 % massa
Mono, di, triacilglicerol Anotar % massa
Metanol ou Etanol, max. 0,20 % massa|
indice de lodo Anotar g/100g
Estabilidade a oxidacédo a 110°C, min. 6 h

Fonte: ANP n° 7, de 19/3/2008

O uso de 6leos vegetais puros apresenta um comporta satisfatorio como
combustivel, porém, devido a alta viscosidade xabadlatilidade, o uso direto de 6leos

vegetais nos motores é problematico. Altas viseak#d causam a ma atomizacao do
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combustivel na camara de combustdo do motor, a@ad® problemas como a
ocorréncia de depdsitos em suas partes internagpieento dos bicos injetores,
resultando uma diminuicdo da poténcia e aumento cofos de manutencéo
(KNOTHE et al, 2006; DEMIRBAS, 2005).

Para resolver o problema da alta viscosidade deesodlegetais, algumas
tecnologias passaram a ser investigadas e empeegadaroducdo de combustiveis
renovaveis, tendo como insumo basico o0 Oleo vegdiastes processos Sao
denominados:

- Processos Quimicos: transesterificacdo alcalestezificacdo 4cida;
- Processo Bioquimico: transesterificacdo enziragtic
- Processos Termoquimicos: cragueamento catalfiicaise) e hidrocragueamento;

Para a producdo de biodiesel a escolha do catatiskgpende da natureza do
Oleo. Os catalisadores mais comumente utilizad@s s catalisadores acidos ou
basicos. Também podem ser empregados catalisador@®maticos, que apresentam
certas vantagens sobre os catalisadores acidoasitob, mas o seu custo ainda € um
fator limitante para uso na producdo de biodiesel ggande escala (DEMIRBAS,
2008).

I.2. MATERIAS-PRIMAS PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL

Uma grande variedade de matérias-primas estdo satitivadas para a
producdo de biodiesel, como por exemplo: soja, @eacthendoim, algodao, canola,
girassol, nabo forrageiro, pinhdo manso, oleos rderds, sebo ou gordura animal
(KNOTHE et al, 2006; DEMIRBAS, 2008). Os parametros para a éscda melhor
matéria-prima a ser utilizada no processo de p@ulde biodiesel dependem do teor de
0leo, da boa produtividade e, também, da dispad#ale da oleaginosa na regido.

O Brasil apresenta uma extensa area geografioaa ttopical e subtropical, que
favorece uma ampla diversidade de matérias-pring@a p producdo de biodiesel.
Muitas sdo as alternativas potenciais para a pémdde biodiesel no Brasil, tais como
soja, dendé, mamona, girassol, algodao, amendaamgla coco, macauba, nabo
forrageiro, pequi, pinhdo manso, buriti, jojoba ithoy conforme mostrado na Figura 1.
Destacam-se, dentre as principais matérias-priteagioosas, o algodédo, o amendoim,

o dendé, o girassol, a mamona, pinhdo manso e Bpjeetanto, conforme pode ser
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visto na Figura 2, atualmente 85% da matéria-pritii@ada na producdo de biodiesel &

soja.

Figura 1 — Zoneamento agroecolégico potencial de matériasag no Brasil.
Fonte: Adaptado de CRESTANA (2005).

B Gordura de Frango

B Gordura de Porco

= Oleo de Fritura Usado
W Outros materiais Graxos
m Oleo de Algoddo

[ Gordura Bovina

@ Oleo de soja

Figura 2 — Matérias-primas utilizadas na producéo de bgmdie
Fonte: Adaptado do Boletim mensal do biodiesel P $R2011) — ANP.
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Mais recentemente, diversos estudos reportam, ndiamé literatura
especializada, o potencial de fontes oleaginosasusé@iais, ndo raro consorciando
oleaginosas perenes, como a macauba, nabo fooagedo pinhdo-manso, com a
producao de gado e graos, ou, ainda, o desenvaitande biorreatores para a producao
de 6leos a partir de algas (SUAREfZal, 2009).

Segundo SUAREZt al. (2009), um dos grandes desafios dos processos de
producdo de biocombustiveis é dispor de matériasagr capazes de atender as
expectativas dos programas energéticos sem impietfarma significativa a producéo
de alimentos. A Tabela 2 mostra um quadro compar&ntre as produtividades, por
hectare, de diversas fontes de 6leos e gordurdgitmais (CHISTI, 2007). Cabe
salientar que os dados apresentados na Tabelagdeam valores médios divulgados
na literatura e ndo sédo absolutos, pois a prodiaii\é de culturas agricolas depende de
vérios fatores, tais como clima, nutrientes no soloigacao, dentre outros (SUAREZ
et al, 2009).

Muitas pesquisas se concentram na producdo deeba&ldde 6leos vegetais
como os Oleos de soja, girassol, canola, palmanbdpi manso, mas ha pouca
informacéo disponivel sobre o 6leo de microalgasacfonte de matéria-prima para a
producao de biodiesel (MIAO e WU, 2006). O uso deroalgas para a producéo de
biodiesel ndo compromete a producdo de alimenmsagens e outros produtos

derivados do cultivo em terra agriculturavel (CHISZ007).

Tabela 2— Fontes de 6leo para a produgéo de biodiesel.

Matéria-prima Rendimento 6leo (L/ha)
Milho 172
Soja 446
Canola 1.190
Coco 2.689
Oleo de Palma 5.950
Microalgd 136.900
Microalgd 58.700

@ biomassa com 70% 6leo (g);
® biomassa com 30% 6leo (g).
Fonte: CHISTI(2007).
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Atualmente, as microalgas, por serem organismogsgottetizantes muito
eficazes no processo de conversdo da energia lsamiem energia quimica, tém
chamado muito a atencdo de varios centros de [EasgLiomo matéria-prima para a
producao de biodiesel (MANDAL e MALLICK, 2009). Algs paises, como o Japao,
os Estados Unidos e a Alemanha, tém investinddaudiais recursos em programas de
longo prazo para a pesquisa sobre fontes limpasegia, sendo as microalgas um dos
principais organismos pesquisados (LOURENCO, 2006ndo em vista a enorme
produtividade das microalgas, o rendimento médiprdducéo de biodiesel a partir de
microalgas pode ser de 10 a 20 vezes superior eamBmentos obtidos a partir de
sementes oleaginosas ou Oleos vegetais (GOUVEIA [EHVERA, 2009),
considerando-se 0 seu potencial teorico.

Desta forma, torna-se claro que o cultivo de bi@aate microalgas apresenta

potencial elevado para a producao de biocombustivei

[1.3. MICROALGAS

Alga é um termo de uso popular, empregado parandi@ao uma enorme
variedade de organismos, tao diferentes quantonsuimlogia, reproducdo, fisiologia e
ecologia. De fato, encontram-se incluidos entre adgas desde organismos
morfologicamente muito simples, os unicelulared, & gigantescas formas habitantes
dos mares frios, os vareques, que ja apresentash rtallticelulares com formacéao de
tecidos (BICUDO e MENEZES, 2005). A principal via groducédo de alimento pelas
algas é a fotossintese, ou seja, a sintese doddfiEis essenciais a partir de
substancias quimicas relativamente simples,J@&Xde energia luminosa (BICUDO e
MENEZES, 2005).

As microalgas, sob o ponto de vista biotecnol6giém, constituem um grupo de
micro-organismos muito estudado. Dentre as dezespkcies de microalgas que se
acredita existirem, pouco mais de mil linhagensreaatidas em colec¢des ao redor do
mundo. Apenas algumas centenas foram investigadasgu conteddo quimico e
somente uma pequena quantidade tem sido cultivadaseala industrial. Assim, por
serem pouco exploradas, representam grande optatienipara novas descobertas
(BERTOLDI et al, 2008).
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Além da produtividade, as microalgas apresentamenosas vantagens: ciclo de
vida de poucos dias, permitindo colheitas continaagpam areas de cultivo pequenas;
podem ser passiveis de manipulacdo genética, wisandbtencdo da composicéo
nutricional desejada; e possibilidade de se utilimaCQ oriundo de empresas
poluidoras como insumo para a fotossintese das,adggue colabora para a diminuicdo
das emissbes que contribuem para o efeito estiJAREZ et al, 2009, CHISTI,
2007). Além disso, as algas sao facilmente comtaslando afetam drasticamente o
ambiente, pois ndo precisam de aplicacao de pestice apresentam multiplicacéo alta
em intervalo de tempo pequeno (BENEMAN, 1990).

Nos ultimos anos, muito interesse tem sido focaa@atencial biotecnoldgico
das microalgas, principalmente, devido a identiffima de diversas substancias
sintetizadas por estes organismos. Cada espécrecdealga produz diferentes razdes
de lipidios, carboidratos e proteinas (MANDAL e MACK, 2009). A imensa
biodiversidade e consequente variabilidade na csmg@o bioquimica da biomassa
obtida das culturas microalgais, aliadas ao empoeEgonelhoramento genético e ao
estabelecimento de tecnologia de cultivo em graeseala, vém permitindo que
determinadas espécies sejam utilizadas comercisgniPERNERet al, 2006).

A biomassa produzida destina-se as mais diverséisagies, tais como
producdo de proteina unicelular, lipidios, caroides) clorofila, enzimas, ésteres,
antibioticos, hidrocarbonetos e vitaminas (BECKEB94). Nesse sentido, cultivos de
microalgas tém sido realizados visando a produg@didmassa, tanto para uso na
elaboracao de alimentos quanto para a obtencaordpostos naturais com alto valor
no mercado mundial. Dentre 0s inUmeros compostosidrs, ou com potencial de
exploracdo comercial, podem ser relacionados acigmsxos poli-insaturados,
carotendides, ficobilinas, polissacarideos, vitamjnesteréis e diversos compostos
bioativos naturais (DERNEB! al, 2006).

[1.3.1. Cultivo de microalgas
Uma das caracteristicas do cultivo de microalgaa agroducédo de biomassa é
que o contetdo e a composicao dos lipidios e agao®s podem ser influenciados por

fatores como luz, temperatura, concentracdo da fdatnitrogénio e concentracdo de
diéxido de carbono (MORAIS e COSTA, 2008;dtlal, 2008; MIAO e WU, 2004).
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Pesquisas relacionadas com a interacao entre inelesluminosa, temperatura,
agitacado e concentragdo de nutrientes podem cointphra a otimizacéo do cultivo,
pois o crescimento de microalgas deriva de diversagdes bioquimicas e biologicas
(DUARTE et al, 2001). O pH do meio também € importante no @EsTeale cultivo,
variando de neutro a alcalino para a maioria dpéoiss de microalgas (BERTOLDI,
2008).

Quando se trata de meio de cultura sintético, @ @lsto dos nutrientes pode
representar fator limitante para a producdo. N ckes cultivos em meios de cultura
alternativos (residuos industriais ou agricolas)fabores limitantes para a producéo de
biomassa restringem-se a luz, a temperatura dacagida cultura (BERTOLDI, 2008).

A luz é fundamental para o crescimento microalgais atua como a principal
fonte de energia no processo de producédo de bianiB&CKER, 1994; BERTOLDI,
2008). A luminosidade induz a atividade enzimatiodJuenciando a sintese de
proteina. O excesso de luz, também, pode provokeaio detal nas células pela
formacéao de peréxido de hidrogénio (substanciactogara as microalgas) na presenca
de oxigénio, sendo tal reacdo denominada foto-g&wmau morte fotoxidativa.

A agitacdo da cultura torna-se muito importanteapeimizar todos os fatores
essenciais relacionados a producdo de biomassacdealgas. A agitacdo da cultura,
em meio liquido, mantém as células em suspenséanduoi que algumas células fiquem
depositadas no fundo do fotobiorreator e outrasmpeecam na superficie recebendo
luz em excesso (BECKER, 1994; BERTOLDI, 2008).

Como toda planta que faz fotossintese, as algasupem oxigénio como
produto de reacdo (Equacédo 1), na qual cada mG@Qdeconsumido, um mol de &
formado. Se ha uma estagnacédo do meio, oxigénie pedcumular, provocando uma
inibicdo da eficiéncia fotossintética, fotorresp@a ou até mesmo a morte fotoxidativa.
Assim, a agitacéo evita a foto-oxidagdo pela elagdio do oxigénio supersaturado no
meio (BECKER, 1994; BERTOLDI, 2008).

6 C0; + 12H,0 - C4H1205 + 6H,0 + 60, 1)

Estes organismos podem ser cultivados em diverstesmas de producdo, com
volume variando desde poucos litros até bilhdeditoes. Geralmente, o cultivo de
microalgas ocorre em tanques abertos com pequefiandidade visando assegurar a

incidéncia adequada de luz solar. Esses tanquespedr de plastico, concreto, fibra
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de vidro, alvenaria ou laminados. Recentementenalgultivos tém sido desenvolvidos
em equipamento especifico, denominado fotobiorreatam luz solar ou artificial e
adicdo de nutrientes, visando a alcancar elevamisprodutividade. Os cultivos sdo
realizados em sistema fechado, em painéis de faohatada ou em serpentinas,
espirais ou cilindros, construidos com tubos destigd, vidro ou policarbonato
(DERNER et al 2006). Nos fotobiorreatores é possivel contraarcondicbes de
cultivo (quantidade dos nutrientes, temperatutamnithacdo, pH etc.). Isto implica uma
elevada produtividade, viabilizando a producéo aorakde uma série de compostos de
elevado valor de mercado. A desvantagem dos reagonerelacdo aos tanques abertos
esta relacionada com os custos de construcdo etengio (BERTOLDI, 2008). Por
outro lado, o cultivo de microalgas em sistemastabeconsiderado uma forma de
agricultura, tem como beneficio a luminosidade mtsem custos. No entanto, ha o

risco de contaminagao por outros organismos (BERJIO2008).

11.3.2. Meios de cultura e fontes nutricionais

Microalgas podem crescer autotroficamente utilipalod e didxido de carbono.
Também, podem ser cultivadas em sistema hetemréfutilizando compostos
organicos como energia e fonte de carbono, ou,aaimin sistema de cultivo
mixotrofico. Nesse sistema utilizam-se simultanaama fonte luminosa e o substrato
organico como fonte de energia, além de, @0substrato organico como fontes de
carbono (BERTOLDI, 2008; BECKER, 1994).

Os custos com reagentes quimicos, para a elabodgameio de cultura,
constituem um dos maiores problemas do cultivo deroagas (SIPAUBA-
TAVARES, 1995). O custo do substrato para o cultio micro-organismos, para a
producdo de proteina unicelular e outros bioprajutostuma representar de 40 a 60%
do custo total. Dentre os meios de cultura alterositutilizados para a producdo de
biomassa de microalgas destacam-se: esgoto domeéssierilizado, efluentes de
biodigestores, lodo digerido, despejos industriisificados, vinhaca de cana-de-
acucar, aguas residuais da producdo de azeiteivie elresiduos da suinocultura
(BERTOLDI, 2008).

Muitos meios de cultura tém sido desenvolvidos mdfarentes cultivos de
algas, mas nenhum meio pode ser dito como o meNsqgorincipais consideracdes para

o desenvolvimento de um meio de cultura sdo (BECKIER4):
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a) a concentracao total de sal depende do biotEiga;

b) fonte de carbono: aproximadamente 50% da bicnafgal consiste em
carbono; um fornecimento suficiente de carbono &i@é importancia para o sucesso
do cultivo;

c) fonte de nitrogénio adequada e econdémica,

d) concentracdo de outros elementos principais quotéssio, magnésio, sodio,
sulfato e fosfato;

e) o valor do pH do meio;

f) microelementos, que sao conhecidos por seremeneisss e que Sao
requeridos em quantidades muito pequenas nas ssiuco

g) adicdo de componentes organicos e de substanciaspromovam o

crescimento.

Os meios de cultura sdo desenvolvidos para se adgptto as necessidades
nutricionais das algas, como também para as coggliedondmicas do momento. O
meio deve atender as necessidades das espécremacséivadas, fornecendo minerais
necessarios ou componentes organicos e fontes dggi@nnecessarias para o
crescimento e sintese celular (SIPAUBA-TAVARES e@@, 2001).

Algas requerem uma fonte de carbono inorganico gaigzar a fotossintese. O
carbono pode ser fornecido na forma de,@@soso ou na forma de bicarbonato.
Andlises quimicas mostram que em média aproximaad@mE8 kg de dioxido de
carbono sdo necessarios para produzir 1 kg de (BBEKER, 1994). O carbono
inorganico, fundamental para o processo de fottessinconstitui fonte relacionada ao
pH. Em pH abaixo de 5,0 apenas o,G0Oconsumido pela microalga, entre 7 e 9 0
bicarbonato passa a ser importante e acima dee8t&ah-se o carbonato (BERTOLDI,
2008).

Segundo Bertoldi (2008), o G@ a fonte de carbono normalmente utilizada e
quando empregado acima de 10% pode ocorrer adoiloig crescimento algal. Porém,
Morais e Costa (2007) estudaram o cultivo das ralgesSpirulina $. e Scenedesmus
obliquus em meios contendo uma concentracdo de 12% decay@$nico no ar,
mostrando que ambas podem crescer neste meiointlith que estes organismos
podem ser usados para sequestrar o gas carbémosfético produzido pelos gases de
combustdo. Para@pirulinasp a auséncia de GO@essou a producéo de biomassa apos

cinco dias de cultivo, conforme pode ser observadbigura 3.
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Figura 3 — Monitoramento da concentragéo de biomassa cfaredtes concentracdes
de CQ: & e &) Spirulinasp com 6 e 12% de G, e ) Scenedesmus obliquasm

6 e 12% de Cg) respectivamente.
Fonte: MORAIS e COSTA (2007).

Depois do carbono, o nitrogénio é quantitativamergéemento mais importante
na nutricdo da alga, contribuindo para a formag@prdteinas (BECKER, 1994). Um
fator essencial na preparacdo do meio de culturpaitas algas € a forma em que o
nitrogénio € fornecido. Geralmente, as algas s@azes de utilizar nitrato, nitrito,
amoOnia ou ureia. Quando a fonte de nitrogénio aptasse na forma de nitrato, a
microalga realiza gastos celulares energéticos patuzir esse ion a nitrito,
posteriormente, ocorre outra reducdo gerando a iantfimma de nitrogénio utilizada
pela alga em seu metabolismo) (BERTOLDI, 2008).pxitica a preferéncia para o
fornecimento de fonte de nitrogénio é na forma d@raa ou ureia, que sdo mais

favoraveis que nitrato ou nitrito, por serem maasos e, também, por requererem
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consideravel energia metabdlica para sua assimilagéonforme discutido
anteriormente. A taxa de crescimento é a mesmiaando amoénia ou ureia. Em média,
a quantidade de nitrogénio requerida por muitaasalgrdes € de aproximadamente 5 a
10% da sua massa seca ou 5-50 mmol/L (BECKER, 199vBducao na quantidade de
nitrogénio no meio de cultura possibilita que lipgde carboidratos sejam sintetizados.
Por outro lado, 0 aumento na concentracao de Briogio meio de cultura pode elevar
o teor de clorofila na biomassa microalgal (BERTQLIDO08).

O fésforo € um nutriente necessario para o crestonermal de todas as algas.
E essencial para qualquer processo celular, atusordo transportador de substratos ou
energia quimica, pois faz parte dos 4cidos nu@éicdas membranas. Também, é téo
importante que pequenas quantidades no meio deraydodem limitar o crescimento
de algumas espécies de microalgas (BECKER, 199RTBH DI, 2008). Semelhantes
aos efeitos observados no crescimento das algaa esbassez de nitrogénio, culturas
algais com deficiéncia de fésforo tendem a acumgidandes quantidades de lipidios,
enquanto o conteudo de proteina, clorofila e acmodéicos diminuem (BECKER,
1994). De fato, o cultivo d€hlorella, contendo 0,25 mg/L de fosfato apresentou 15,7%
de proteina. Entretanto, com a elevacdo da corgg@atrde fosfato para 0,50 mg/L a
quantidade de proteina alcancou 37%. Assim, a igiaal® de monohidrogeno fosfato
de potassio (BHPQ,) adicionada influenciou a concentracdo de protefima contra
partida, a caréncia de fosfato no meio produziu eauin no teor de lipidios na

composicao da biomassa seca (BERTOLDI, 2008).

11.3.3. Fotobiorretores

Fotobiorreatores tém sido muito utilizados para radpcdo de grandes
guantidades de biomassa de microalgas. Ao contrdeo lagoas abertas os
fotobiorreatores permitem essencialmente a cuttarama Unica espécie de microalga,
ou seja, a cultura fica isolada de qualquer comtame externo (MOLINA GRIMAet
al., 1999, ROSENBERGt al, 2008). Os fotobiorreatores proporcionam estewlal e
permitem um controle muito maior sobre os pararsetta cultura, tais como a
intensidade de luz, a quantidade de dioxido deocarbcomponentes nutricionais e

temperatura.
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As configuracdes dos fotobiorreatores sao desquba8BECKER (1994), quais
sejam: tubulares fechados; cilindricos fechadeogjues circulares; tanques retangulares
e tanques inclinados.

As configuracOes da disposicao dos fotobiorreatediesnumerosas, podendo ser
abertos ou fechados e, normalmente, sdo construiglasateriais transparentes que
permitem a entrada de luz (BECKER, 1994; CHISTIQZ20ROSENBERGet al,
2008). A Figura 4 mostra alguns sistemas de fotodadores.

Figura 4 — Diferentes configuracdes de fotobiorreatores.
Fontes: XUet al. (2006); CHISTI (2007)SCHENK et al. (2008),Revista Biodieselbr;

http://www.institut-paul-ricard.org/Oceano/02NewSRg&cherche 03spiruline.hfm
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No entanto, nos cultivos em escala de bancadareners podem ser usados
como fotobiorreatores (MORAIS e COSTA, 2008; SPERT&al, 2008). Um aspecto
importante que deve ser avaliado em qualquer amafggio de fotobiorreator € a taxa de
luminosidade que pode ser rapidamente atenuada pélalas suspensas no meio,
levando a uma distribuicdo heterogénea da intetsidde luz dentro dos
fotobiorreatores e, consequentemente, baixa prodatie (OGBONNA e TANAKA,
2000).

Um fotobiorreator denominado por Sistema Agitacém d@ombeamento por
Borbulhamento de Ar (BBA), foi desenvolvido por X@raet al. (2008) para o cultivo
de microalgas. O sistema BBA é composto por um ramuwde acrilico, iluminacdo
posicionada acima do aquario, um sistema de centi®ktemperatura do meio e bomba
de injecédo de ar, conforme mostrado na Figura §ui@p os autores, o sistema de
agitacdo BBA promoveu um aumento de 2,7 vezes odupividade em biomassa de
microalga Spirulina, em relacdo a produtividade média de cultivos coiai:

mostrando-se bastante promissor.

Figura 5 — Fotobiorretor: A) lampadas de halogénio de W@0B) ventiladores; C)
compressor de ar do sistema de agitacao do meid)(EB tanque do fotobiorretor; E)

mangueiras do sistema de termostatizacao do cuéif# sistema BBA.
Fonte: TEIXEIRAet al. (2008).

Sob condic¢des ideais, as microalgas sédo capazes digplicar dentro de poucas

horas e alcancar densidades de até 60 g/L. Oswtdgamentos recentes no cultivo de
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microalgas heterotroficas e o baixo custo dos fotokatores tém fornecido vantagens
econdmicas no crescimento controlado das microdR@SENBERGCet al, 2008).

O crescimento heterotréfico pode ser realizado eatobforreatores que
melhoram o rendimento em biomassa e reduzem o destproducdo do 6leo de
microalga. Um baixo custo é importante e desejdpzeh aplicagcdo comercial na
producdo de biodiesel a partir do 6leo de microakgsim, o desenvolvimento de
culturas de microalgas com alta quantidade deidipid um modo novo e promissor

para a producao de biodiesel no futuro (MIAO e VZQD6).

[1.3.4. Scenedesmusp.

Scenedesmusp. € 0 género de algas verdes mais comum. A eokempre
plana é formada por 2 ou 4 células, mas podem,td68ou 32 e, raramente, sao
unicelulares. As células podem ser elipsoides,dagjifusiformes ou lunadas e podem
ser todas iguais ou as externas serem de uma ®rasainternas de outra, conforme
mostrado na Figura 6 (BICUDO e MENEZES, 2005). &£sifgas sdo comumente

encontradas no plancton de agua doce de rios, talggmas.

Figura 6 — Col6nia dé&Scenedesmusp.

Fonte: Foto do autor, tirada do cultivo no LCHBiIo.

A Scenedesmus acuminafllagerheim) apresenta cendbios (colonias) formados
por quatro células, dispostas linear ou alternadéen@s externas arcuadas ou lunadas,
afiladas, curvadas moderada a acentuadamenteguardd cendbio. As células internas
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séo retas ou levemente arcuadas e apresentam afii@gss, ja éscenedesmus acutus
assemelha-se co®cenedesmus acumingtmsas possui as células externas com leve
curvatura para fora do cenébio (MORESCO e BUEN®,720

O teor de lipidios nas microalg&enedesmusp. pode chegar até 40 % em
cultivo em laboratério, dependendo das condi¢Bdsicianais do meio (BECKER,
1994).

[1.3.5. Spirulina sp.

A Spirulinasp. € uma microalga verde-azulada multicelulataeniéntosa, cujos
filamentos ou tricomas tem forma helicoidal (Figuha As diversas espécies podem
variar as suas dimensdes, ocorrendo polimorfismtralele uma mesma espécie. Como
exemplo, tem-se Spirulina maximajue € encontrada com forma reta, predominante, e
espiralada. Esta microalga é mesofilica, com teatpex 6tima de crescimento de
35 °C a 37°C, sendo que algumas cepas podem cres@&ra 39 °C.

A Spirulina sp. é uma cianobactéria que se reproduz com rap@ezacordo
com Cozza e Costa (2000)Sairulina maximaquando cultivada em laboratoério, pode
produzir em média 12% de lipidios, sendo estesrdadg importancia para varias
aplicacbes. As cianobactérias sdo, também, forgesothpostos de grande interesse

comercial, tais como ficocianina, clorofifcaroteno e-linolénico.

Figura 7— Alga Spirulinasp.

Fonte: Foto do autor, tirada do cultivo no LCHBIo
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II. 4. OLEO NAS MICROALGAS

Algas crescem praticamente em qualquer lugar oadeaktante sol. Todas as
algas contém proteinas, carboidrato, lipidios daschucléicos em proporcdes variadas.
O conteudo de lipidios da biomassa microalgal padier entre 1 a 40% da massa seca
e, em certas condi¢cdes de cultivo, pode alcangar8&fc. Os lipidios algais sdo
tipicamente compostos por glicerol, acucares oedasterificadas e acidos graxos,
podendo ser tanto saturados quanto mono ou palitiredos. Os acidos graxos
correspondem a maior fracéo dos lipidios e, ermadguespécies, os acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) representam entre 25 e 60% igmhols totais (BECKER, 1994,
DERNER et al, 2006). O 6leo das microalgas possui caracteatstsemelhantes aos
Oleos de peixe e Oleos vegetais. O conteudo ddidgpiexcede a maioria das plantas
terrestres e pode ser considerado como um subgpidténcial para os produtos do 6leo
de origem féssil (OIL PRODUCTION, 2008).

Microalgas contém lipidios e acidos graxos como pmmmentes da membrana,
produtos de armazenamento, metabdlitos e fonteselgia. Cada espécie de microalga
produz diferentes razdes de lipidios, carboidratoproteinas, conforme pode ser
observado na Tabela 3. Entretanto, a composicdquinica da biomassa das
microalgas ndo é determinada somente pela natdezmda espécie, mas depende,
também, de fatores como intensidade de luz, terysargpH, nutrientes e agitacéo,
como discutido anteriormente (MIAO e WU, 2004; TEIRA e TEIXEIRA, 2006;
MANDAL e MALLICK, 2009).

A caracteristica distintiva mais significativa deade alga é seu rendimento e,
consequentemente, seu rendimento em biodieselté¥atlira os dados de rendimento
de 6leo nas microalgas séao conflitantes. Estaapécicia pode ser explicada pelo fato
de que os rendimentos em lipidios de cada espécidgd sao diferentes. Um aspecto
muito importante é que o rendimento em lipidiosfétaalo, principalmente, pelas
condicdes de cultivo (DEMIRBAS, 2008; BERTOLDI, B)MOLINA GRIMA et al,
1999; BECKER, 1994; MIAO e WU, 2004; COZZA e COST2Q00; TEIXEIRA e
TEIXEIRA, 2006; MANDAL e MALLICK, 2009; DERNERet al, 2006; MIAO e WU,
2006; XUet al, 2006; MORAIS e COSTA, 2008). Entretanto, destsea necessidade
de mais pesquisas no desenvolvimento de métodaoscrelobgias de cultivo das

microalgas, explorando o potencial destas na pémlde 6leo (LOURENCO, 2006).
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Tabela 3 —Composi¢éo quimica das microalgas expressas emtbanassa seca (%).

Algas Proteina | Carboidrato | Lipidio | Acido nucléico
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6
Scenedesmus quadricaudg 47 - 1-9 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40 -
Chlamydomonas rheinhardji 48 17 21 -
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 -
Spirogyrasp. 6-20 33-64 11-21 -
Dunaliella bioculata 49 4 8 -
Dunaliella salina 57 32 6 -
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 -
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 3 -
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14 -
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 3-4.5
Synechoccusp. 63 15 11 5
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 -

Fonte: BECKER (1994).

De acordo com Demirbas (2008), algumas estimatwvagndimento (por acre)
de 6leo de algas sdo mais de 200 vezes o rendirdestoleos de plantas e/ou vegetais,
sendo que aproximadamente 46 toneladas de éleavbkrio podem ser produzidas por
diatoméaceas (algas). Ja segundo Bertoldi (2008)roalgas podem produzir até 30
vezes mais Oleo do que a soja, por unidade de @eadestaque para a composicao
dos A&cidos graxos presentes nesses micro-organisgues sdo, ha sua maioria,
insaturados. Porém, Morais e Costa (2008), quéesatdim as microalgaSpirulinasp,
Scenedesmus obliquus, Chlorella vulgaris e Chlarekessleri em laboratério,
verificaram que os &cidos graxos saturados estaranmaior concentracdo que 0S
insaturados, na maioria dos ensaios realizadosAcdes graxos saturados possuem
namero de cetano elevado e sdo menos propensosdaca@x que 0S compostos
insaturados (MORAIS e COSTA, 2008).
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ll. 5. EXTRACAO DE OLEO

A extracdo de 6leo com solvente é um processocadsfaréncia de constituintes
soluveis (o 6leo) de um material inerte (a matrexg) para um solvente com o qual a
matriz se acha em contato. Os processos que oceaemeramente fisicos, pois o 6leo
transferido para o solvente é recuperado sem nemhmeatdo quimica (BRUMt al,
2009).

Os lipidios e os acidos graxos sao constituintemdas as células vegetais, nas
guais estes funcionam como componentes da membremao produtos de
armazenamento, como metabdlitos e como fontesetgia(BECKER, 1994).

A extracdo direta de lipidios de microalgas parsee a metodologia mais
eficiente para obter energia destes organismoguda fermentacéo de biomassa algal
para produzir metano ou etanol (OIL PRODUCTION, &0Wa extracdo do Oleo da
biomassa é necessario romper a membrana celulaalgias que pode ser realizado
utilizando-se prensas ou extracao com solventggoCesso de extragcdo com solventes
permite um rendimento maior em 0leo. Devido a geavariedade de polaridade dos
lipidios encontrados nas microalgas diferentesstig® solventes podem ser utilizados
na extracdo. Os solventes mais utilizados séo anwe) etanol, o cloroférmio e o éter
dimetilico (MOLINA GRIMA et al, 2003; D’OCAet al, 2011). Dentre os métodos de
extracdo de lipidios empregados por pesquisadocesmdndo inteiro, 0s mais
conhecidos e, geralmente, mais efetivos e com medndimento, sdo os que utilizam a
mistura cloroférmio e metanol (TANAMATI, 2005).

Véarios processos de extracdo de 6leo de microalgan&rados na literatura
(MIAO E WU, 2006, ZHANGet al, 2003, XIONGet al, 2008; SPECTOR al, 2008,
UMDU et al, 2009) utilizam o extrator Soxhlet (Figura 8)@mm solvente o hexano,

em temperaturas em torno de 80 °C e tempos dddtéras.
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Figura 8 - Extrator Soxhlet.
Fonte: SPECTOR al (2008).

O processo envolve lavagens sucessivas da amostra solvente até a retirada
de todo o conteudo lipidico das células. A paristal os lipidios sdo obtidos pela
remocédo do solvente em evaporadores rotativosnR@éatureza quimica dos lipidios
a serem extraidos deve ser levada em considerac&scolha dos procedimentos de
extracdo. Segundo alguns autores (TANAMATI, 2008)CA et al, 2008; MANDAL
e MALLICK, 2009) a extragcao deve ser a temperatamabiente, visto que altas
temperaturas podem degradar o 6leo mais rapidameatsando a oxidacdo e a
hidrélise dos acidos graxos livres.

ll. 6. PRODUCAO DE ESTERES

A tecnologia para a producdo de ésteres alquilideando a producao de
biodiesel predominante é a rota tecnoldgica desésterificacdo, que envolve a reagéo
dos triacilglicerois com alcoois de cadeias curaspresenca de um catalisador, dando
origem a ésteres de acidos graxos (SUAREZI, 2007). Cabe ressaltar que uma das
caracteristicas que influenciam o processo de gémdde biodiesel é o conteudo de
acidos graxos livres no 6leo, sendo muitas vezesssario um pré-tratamento, ou seja,

a neutralizagdo do Oleo para a producéo de bidgeketransesterificacao.
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A reacgdo global para a transesterificacdo de &egsrduras é apresentada na
Figura 9, na qual sdo necessarios trés moles deldeara cada mol de triacilglicerol

utilizado.
o
(o} }
R1 O-R
R0 palisad
catalizador
(o]
+ 3ROM i HO B
' —_—
R2. O » R2” “O.R + OH
o
0 o
R3
o R3 O-R
Tracidghcerel _ Esteres Gliceral
{6leo vegetal-gordura animal) (biodiesel)

Figura 9 — Reacdao global de transesterificacdo de triacggl.
Fonte: RIVALDI et al. (2009).

Esta reacdo global € consequéncia de varias reegd@siveis e consecutivas,
conforme apresentado na Figura 10.

catalizador

1. Tracilglicerideo (TG) + R—0OH <+—— Diacilglicerideo (DG} + R'COO-Ra

catalisador

2. Diacilglicerideo (DG) + R—-0OH «———» Monoacilglicerideo (MG) + R'COO—Rz

catabizador

3. Monoacilglicerideo (MG) + E—OH +«—— Glicerol (GL) + R'COO—Rs

Figura 10 — Etapas da reacéo de transesterificacao.
Fonte: RIVALDI et al, 2009.

A primeira reacdo consiste na conversdo de trimmigdeos em
diacilglicerideos, seguida da conversao desteslgliaerideos em monoacilglicerideos
e, finalmente, de monoacilglicerideos a glicerehdendo uma molécula de éster de
alcool para cada glicerideo em cada etapa da reagéo

No final da etapa de transesterificacdo o glicero$ ésteres formam uma massa
liguida de duas fases, que sao separaveis portde@anou centrifugacédo, devido a
baixa solubilidade do glicerol nos ésteres. A faiggerior, mais leve ou menos densa,
contém os ésteres constituintes do biodiesel. B if#erior ou pesada encontram-se 0
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glicerol bruto e as impurezas. O excesso de ateoole a agir como um solubilizador e
pode reduzir a velocidade de separacdo. Poréngaessx de alcool ndo €, geralmente,
removido até que o glicerol e os ésteres alquiksbtsjam devidamente separados, pois
h& a preocupacio com a reacdo reversa. Agua podersscentada a mistura, depois
que a reacdo de transesterificacdo estiver termjnaan o objetivo de melhorar a
separacao do glicerol (GERPEN, 2005). Como se potkr obter ésteres puros, pelo
processo de transesterificacdo, ndo é facil, poigrodutos de reacdo sdo uma mistura
de ésteres, glicerol, alcool, catalisador e tit-ednonoacilglicerideos (MA e HANNA,
1999).

11.6.1. Alcool

Dentre os alcoois que podem ser usados na reacfrardesterificacdo estdo
metanol, etanol, propanol e butanol (FUKULA al, 2009). Dentre estes, 0os mais
utilizados sdo o metanol e o etanol. A reacéo aleststerificacdo € mais lenta quando
se utilizam alcoois com massa molar maior (DEMIRB2808). O consumo de alcool
e as condicOes de reacdo e de separacao sao tifeedm funcéo das propriedades de
cada alcool, o que leva a definir as rotas tecmcddgcomo metilica e etilica,
respectivamente, para o uso de metanol e etanol.

A escolha prévia do alcool metilico (metanol) ooodl etilico (etanol) como
agente de transesterificacdo do 0Oleo vegetal ogoddura animal define fortemente
alguns aspectos tecnoldgicos do processo de prododastrial. Em muitos paises,
como, por exemplo, nos Estados Unidos, o metanol &cool predominantemente
utilizado para a producao de ésteres de acidosgyranr ser o alcool mais barato.

O metanol € um alcool geralmente obtido de fonbssdis, por meio de gas de
sintese (a partir do metano) e, em quantidades negnpode ser obtido também por
destilacdo seca da madeira (LIMA, 2005). Ressaltaxs entanto, que 0 metanol tem
uma toxicidade muito elevada, podendo trazer ntabsfia saide, causando, inclusive,
cegueira e cancer. O metanol € isento de aguasipa®a cadeia mais curta e uma
maior polaridade. Esta ultima propriedade tornasrfégil a separacéo entre os ésteres e
a glicerina (KNOTHEet al, 2006). O Brasil ndo é autossuficiente na prodwbéo
metanol e o importa, mas nédo para uso como combugtiMA, 2005). Esta condicdo
€ uma desvantagem importante na utilizacdo do mlepama producéo de biodiesel no

pais.
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Por outro lado, no Brasil, a disponibilidade de énatprima e tecnologia
permite a producdo economicamente viavel do etaeslyltando um produto que é
mais barato que o metanol (KNOTHHE al, 2006). Além disso, a utilizacdo do etanol
pode ser atrativa do ponto de vista ambiental, ppresenta a vantagem de nao ser
toxico, ser biodegradavel e ser produzido a pairfontes renovaveis (DANTAS,
2006; DEMIRBAS, 2008).

A estequiometria da reacéo indica a necessidadeédemoles de alcool para
reagir com um mol de triacilglicerol (3:1), forman8 moles de ésteres alquilicos e 1
mol de glicerol, conforme j& mostrado na FiguraP@ra favorecer a formacdo de
ésteres, o equilibrio da reacao é deslocado paranacédo dos produtos, utilizando uma
quantidade de alcool superior a estequiométricae@so de alcool) (DEMIRBAS,
2008; MA e HANNA, 1999; FUKUDAet al, 2001). A relacdo molar alcool:6leo
também esté associada ao tipo de catalisadoragkilizDe fato, os estudos de Freedman
et al. (1986) mostraram que na catdlise acida para essile biodiesel, a partir de 6leo
de soja, foi necesséaria uma razdo molar metanol:dée 30:1, enquanto na catélise
basica foi preciso uma razdo molar de 6:1 paranedzao mesmo rendimento em
ésteres, para um tempo de reacgdo fixo. A razadornatdaol:0leo é um dos fatores
principais que influenciam a reagéo. Assim, o esce® alcool favorece a formacédo de
ésteres alquilicos. Entretanto, uma quantia exeest alcool dificulta a recuperacéo
do glicerol (GERPEN, 2005).

Atualmente, o uso de etanol nos processos de pEodde ésteres etilicos,
visando a producao de biodiesel, tem sido basesttelado (PISARELL@t al, 2010).

O Brasil, na qualidade de grande produtor de alcooibustivel, deve ampliar seu uso
e, ainda, tem incentivado as pesquisas com o wbjd& melhorar as rotas de utilizacéo

de etanol para a producao de biodiesel de modmeatoamente viavel.

11.6.2. Catalisadores

A transesterificacdo de Oleos vegetais ou gorduiraal pode ser conduzida por
uma variedade de rotas tecnoldgicas, em que ditsr¢ipos de catalisadores podem ser
empregados. Os catalisadores sao conceitualmeagsifdados como substancias de
elevada atividade e promotoras da reacdo quimmecHika. Os catalisadores podem

ser bases organicas, acidos, resinas de trocaai@nésinas catibnicas fortemente
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acidas), argilominerais ativados e enzimas lipal#i(lipases), dentre outros (RAMOS
et al, 2003).

Os catalisadores mais empregados nos processavdlec@o de biodiesel por
transesterificacdo sdo os compostos de caratdinalchla transesterificacdo basica os
catalisadores hidroxido de sodio (NaOH), hidroxidopotassio (KOH) e metdxido de
sédio (NaOCH) sdo os mais comuns. No entanto, os métodos gpeegam hidroxido
de sbdio ou potassio sdo mais utilizados devidac#didade no preparo e ao custo
relativamente menor, quando comparado com metdaeadaddio (MILINSK, 2007). As
concentracdes usuais destes compostos (NaOH e K@d)amente diluidos no élcool,
variam entre 0,5 e 1,0% em relacdo ao teor de Blewidez livre do 6leo determina a
eventual elevacéo da concentracdo do catalisadarapgéo pela esterificacdo do Oleo
em meio acido (MILINSK, 2007).

No processo de transesterificagdo béasica o catalistKOH ou NaOH) é
dissolvido no 4&lcool, por agitacdo lenta e constarformando um alcéxido
(SCHUCHARDT et al, 1998; MILINSK, 2007). Esta se constitui numa ptapa da
reacao de transesterificacdo, como pode ser vaskagura 7, sendo a solucao resultante
transferida para o reator contendo o 6leo. A regm@duz duas fases liquidas: os
ésteres e o0 glicerol. A transesterificacdo basieadkbos vegetais prossegue mais
rapidamente que a reacao catalisada por acidopengiona alta conversdo, em menos
tempo, a temperaturas mais baixas, sendo utiligadado o 6leo apresenta umidade e
indice de acidez baixos (DEMIRBAS, 2008). Parailzatao de catalisadores basicos,
geralmente, a acidez do 6leo deve estar abaix&d@m) (MA e HANNA, 1999).

Os triacilglicerideos e o alcool utilizados na émagle transesterificacdo basica
devem ser anidros, porque a agua promove a reagdambnificacdo, que leva a
producdo de sabdo (FREEDMA®@t al, 1984, ZHANGet al, 2003, DEMIRBAS,
2008).

As etapas envolvidas na reacéo de transesterificdgdriacilglicerol catalisada
por hidréxido de sédio sdo apresentadas na Figli@®A e HANNA, 1999; MEHER
et al, 2006; MILINSK, 2007). Primeiramente, na pré-etapdase e o alcool reagem
produzindo um alcéxido. Assim, na etapa 1, o ardonalcool (alcoxido) ataca o
carbono da carbonila na molécula de triacilglicamigpara formar um intermediario
tetraédrico. O rompimento da ligacdo entre o casb®o oxigénio deste intermediario
leva a formacao de um éster alquilico e um aniodideilglicerol (etapa 2). Na etapa

seguinte, diacilglicerol € formado apds a remogd@tdmo de hidrogénio da molécula
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desprotonada na pré-etapa (BH Diacilglicerideos e monoacilglicerideos s&o
convertidos pelo mesmo mecanismo para uma mistim@stéres alquilicos e glicerol
(SCHUCHARDTEet al,1998; SUAREZt al, 2007).

Pre-etapa EOH - B =——= RO + BH
Etapa 1 RICDD_?H: / RN R'COO—CH,
R'COO—CH / + TOR =—= B
i ¥ R'COO—CH  OR
H C—DﬁR'" ol —o—¢—
o) o
Etapa 2 RCOO—CH R'COO—CH)
RICOO—GH QR =—= RCOOCH ~ ROOCR"
H_:-C—E_)—Cr‘?R" HC—0
In
Eraoa 3 RCOO—CH, RCOO—CH
apa +
F R'COO—CH + BH ~—= R'COO—CH + B
H: éﬁ -0 H>C—0OH

Figura 11 — Etapas do mecanismo da reacao de transestgiidicam alcool.
Fonte: SCHUCHARDTet al. (1998).

Quando NaOH, KOH ou outros catalisadores simila@s misturados com
alcool, o catalisador real, grupo alcéxido é formatias uma pequena quantidade de
agua também é gerada. A presenca de agua oripidadéise de alguns ésteres obtidos,
com a consequente formacdo de sabdo durante aordactansesterificacdo, como
mostrado na Figura 12.

Os principais catalisadores utilizados na estagfio acida sdo os acidos
cloridrico, sulfarico e sulfénico. O catalisadorpgimeiramente, dissolvido no alcool e
depois transferido para o reator com 0 Oleo. Estmlisadores proporcionam
rendimentos altos em ésteres alquilicos, mas a®esasdo mais lentas (GERPEN,
2005, DEMIRBAS, 2008). Quando séao utilizados cssalores acidos a reacao é feita
em temperaturas elevadas, geralmente 100 °C, pdemmmo maior (3 horas), para se
atingir um bom nivel de conversdo (MA e HANNA, 1999JKUDA et al, 2001;
KUCEK, 2004). Outra desvantagem € a contaminacdo catalisadores acidos

residuais, que podem atacar as partes metalicasottar, causando a corroséo e, por
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isso, devem ser eliminados completamente do prdithaf implicando muitas etapas

de purificagéo (KUCEK, 2004).

0

8]
| |
+ HQ =—= i + ROH
R~ TOR y R'/J“DH

0 0
_— I + H:0

P + NaOH =—= |
R~ TOH R~ “ONa

Figura 12 — Reacgéo de saponificacdo, em que R’ é cadeiéruaebdo acido graxo e R
representa o grupo alquila do alcool.
Fonte: SCHUCHARDTet al. (1998).

As etapas envolvidas na reacdo de transesterifica@éda para um
monoacilglicerideo sdo mostradas na Figura. 13 Emtcanismo pode ser estendido
para di- e triacilglicerideos. Neste mecanismanpniamente, ocorre a protonacdo do
grupo carbonilico do éster, formando um carbocatjoe, apds um ataque nucleofilico
do alcool, produz um intermediério tetraédrico. &t disso, ocorre a eliminacdo de
um diacilglicerideo e um éster graxo do mono-alcpwitamente com a regeneracéo da

espécie A(SCHUCHARDTet al,1998; SUAREZet al, 2007).

/UL H OH ., OH
R OR R'/I\OR" I{')*\OR"
OH
OH 5 R Mo HYROH 0
. + = { N
R OR" N PSR
H OR" R “OR

Figura 13 — Etapas do mecanismo da reagdo de transestgéifiéeida com alcool, em

gue R’ é a cadeia carbbdnica do acido graxo e Ripogalquila do alcool.
Fonte: Adaptado de SCHUCHARDER al. (1998), MEHERet al(2006).

Numerosos sistemas com catalisadores heterogépevssitio reportado na

literatura, para a producéo de ésteres alquilicaméindo enzimas, zeolitas, argilas,
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polimeros organicos, resinas de troca-ibnica eax{MOREIRAet al, 2007; PINTO
et al, 2005).

O desenvolvimento de catalisadores heterogéneas gpqroducédo de eésteres
alquilicos tem sido estudado, pois a utilizacddedesa reacdo de transesterificacao
simplifica o0 processo de poés-tratamento dos prad(deparacdo e purificacdo). Desta
forma, ndo se produz sabdes, por neutralizacddaldss graxos livres, e tampouco por
saponificacdo dos triacilglicerideos. Entretantste esistema requer condicbes mais
drasticas de reacdo e o rendimento em biodieseltempo de reacdo sdo ainda
desaforaveis quando comparados aos catalisadsEDddomogéneos (VICENTE
al., 2004). Além disso, quando comparados com osisadalres tradicionais, estes
sistemas heterogéneos trifasicos (0leo/alcoolisatidr) apresentam atividades baixas,
principalmente, devido aos problemas de difusaocAfSEL et al, 2007).

De uma forma geral, a transesterificacdo e a &etgd@o n&o alteram a
composicao dos acidos graxos das matérias-primestalorma, a composicao do 6leo
e o tipo de alcool utilizado determinam a compasi@gi a estrutura dos ésteres
produzidos (RAMOSet al, 2009; TORRENSt al, 2009). Portanto, a composicao dos
acidos graxos no 6leo desempenha um papel impergantalguns parametros criticos
do biodiesel, tais como:

* numero de cetano (NC): relacionado a qualidadgmiedo do combustivel,

» viscosidade, que impacta a pulverizacdo do comimisticonsequentemente as
emissoes;

» propriedades de fluxo a frio, ligadas a viscosidadetemperatura de ebulicdo
do combustivel;

» estabilidade oxidativa, determinada pela quantida#e insaturacdes dos

componentes do biodiesel, que determina se o cdimbuse degrada com o

armazenamento, devido a oxidacgao.

Segundo Ramost al. (2009), que estudaram a influéncia da composigio d
acidos graxos de 0leos vegetais sobre a qualidadsodiesel, um namero de cetano
baixo esta associado a uma quantidade alta de cemias insaturados no 6leo (C18:2
e C18:3). Além disso, a estabilidade a oxidacdoindimcom o aumento do teor de
ésteres poli-insaturados. Verificaram-se, tambéme, &g propriedades de fluxo a frio
sdo degradadas pela presenca de ésteres de cate@ds e longa, enquanto a
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estabilidade oxidativa € aumentada pela presergtasiésteres (RAMO& al, 2009;
KNOTHE, 2008). A contraposi¢do entre estas tend@nigva a necessidade de obter
composi¢coes que apresentem bom desempenho em astaEmdicoes (KNOTHE,
2005). Portanto, o biodiesel sintetizado a parér dleos com alto teor de ésteres

monoinsaturados apresenta propriedades globaioraslh
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CAPITULO I

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O processo de producédo de biodiesel a partir ded#emicroalgas consiste em
varias etapas: producdo de biomassa pelo cultiw rdcroalgas, recuperagdo e
secagem da biomassa, extracdo do Oleo, analise lem a@btido, reacdo de
transesterificacdo (para acidez <1 %), qualificagdquantificacdo do biodiesel. A
rentabilidade deste processo se baseia tanto mtmidade do 6leo da microalga,
discutido anteriormente, quanto em determinar amlicbes o6timas de operagdo em
cada etapa. Além disso, deve-se considerar coneonaasicdo dos nutrientes do meio
de cultivo pode influenciar no metabolismo das slgafavorecer o rendimento em

lipidios.
l1l.1. VARIACAO NA COMPOSICAO DOS NUTRIENTES

As microalgas sofrem variacbes no crescimento, a@da com o meio de
cultivo utilizado e as condi¢cbes do meio externe.doordo com Becker (1994), quando
se tem um sistema tipico de cultivo homogéneo, eeracpferta de nutrientes é limitada
e nada é adicionado ou removido do sistema, oiortesto das algas passa por varias
fases diferentes, sendo estas fases definidas como:

» fase 1: adaptacao (lag);

» fase 2: aceleracgéo do crescimento;
» fase 3: crescimento exponencial (log);
>

fase 4: diminuicdo do crescimento (crescimentedlij
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» fase 5: fase estacionaria;
» fase 6: fase de morte das algas;

» fase 7: fase log de morte.

No entanto, nem sempre € possivel acompanhar @atancada fase do
crescimento, pois algumas partes da curva de orestdh podem ser alteradas de
acordo com cada cultura. Nas fases de crescimizs® 2 e 3) as algas ja se adaptaram
as condi¢cGes de cultivo e, durante este periodoteasidade da luz ndo é limitante
(BECKER, 1994). Deste modo, a manipulacéo das ¢oedide cultivo pode estimular
a biossintese de compostos. O estudo de nutrigraties o cultivo das microalgas
justifica-se pelo fato de que os meios utilizadasapeste cultivo em grande escala ainda
sdo muito onerosos. Assim, a utilizacdo de nuemrde baixo custo € um fator
importante na producdo, pois possibilita a redugd® custos de processo
(MULITERNO et al, 2005).

Becker (1994) estudou os efeitos dos diferentesme=g de nitrogénio nos
parametros de crescimento e componentes nas pyasjuas cloroficeaS¢endesmus
obliguus e Chorella vulgari3 e para quatro cianobactériaSpirulina platensis
Anacystis nidulansMicrocystis aeruginosa Oscillatoria rubenscer)s Em todas as
algas estudadas o aumento dos niveis de nitrogéamduziu a um aumento da
biomassa, do conteudo de proteinas e de clor@itabaixos niveis de nitrogénio, as
cloroficeas apresentaram niveis de lipidios taaistorno de 45%. Por outro lado, as
cianobactérias ndo apresentaram mudancas sigivifisabta composicado de lipidios.
Desta maneira, a cultura de cianoficeas pode seipaiada, em cultivo com baixos
niveis de nitrogénio, para se obter uma biomassa aoconcentracdo de lipidios
desejada.

Com o0 objetivo de estimular a producdo de lipidi8pectoret al (2008)
realizaram diferentes formas de estresse de nitrog® cultivo da microalga marinha
Isochrysis galbanaem escala de laboratério. O estresse programadnittbgénio
(alteracdes do nutriente disponivel no meio devam)ltevelou ser um caminho eficiente
para 0 estimulo da producdo lipidica, proporciopamun aumento de 40% na
quantidade de lipidios.

O estresse devido a falta de nitrogénio biodisparfaz a microalga alterar o
seu mecanismo natural de producéo de lipidios, embcefeito da escassez pareca

inibir o ciclo celular e a producdo dos componegtdalares. Nestas condi¢des, a taxa
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de sintese lipidica permanece alta, levando a uémuao de Oleo nas células
enfraguecidas. No entanto, as alteragbes nos flegpscificos de vias metabdlicas
causadas pelo crescimento heterotréfico e pelasszale nitrogénio devem ainda ser
mais estudadas, pois estas duas condi¢cdes saotamesr para compreender 0S
mecanismos da regulacdo dos acidos graxos na riessi das algas verdes
(ROSENBERGet al, 2008).

Andrade e Costa (2008) avaliaram o crescimentBpieilina platensiem meio
de cultivo Zarrouk, diluido com agua destilada @s#€20% v/v e complementado com
melaco de cana liquido (MEL) e melaco em p6 (MBRB3, concentracdes de 0,00, 0,25,
0,50, 0,75 e 1,00 g/L. Os autores constataram goaeentracdo maxima de biomassa e
a produtividade nos cultivos diminuiram com o autbetia concentracdo de MEP.
Também, houve fase de adaptacdo de 5 a 17 diapw@dsa nos meios e apds as
células iniciaram crescimento exponencial. A maoncentracdo de biomassa obtida
foi no ensaio com 0,50 g/L MEL, alcancando 2,83 g/L

Miao e Wu (2006) cultivaranChlorella protothecoidegpara a producdo de
biodiesel. Os autores analisaram o0 crescimento wa@oatga utilizando um meio
contendo glicose (10 g/L), para crescimento hat&fiob e cultivo autotréfico, sem a
adicdo de nutrientes. O crescimento heterotroféim $6 causou o desaparecimento da
clorofila nas células, mas levou a um alto acuna@dipidios, chegando este a 55,2 %,

0 que € cerca de quatro vezes maior que no cw@titatrofico (Tabela 4).

Tabela 4— Componentes principais do 6leo da micro&garotothecoides

Componente (%) Meio Autotréfico | Meio Heterotrofico
Proteina 52,64+ 0,26 10,28 0,10
Lipidio 14,57+ 0,16 55,2( 0,28

Carboidrato 10,62+ 0,14 15,43 0,17
Cinza (residuo) 6,36+ 0,05 5,93t 0,04
Umidade 5,39+ 0,04 1,96t 0,02
Outro 10,42+ 0,65 11,2G: 0,61

Fonte: MIAO e WU (2006).

A producao de Oleo a partir da microalghlorella protothecoidesambém foi

estudada por Xet al (2006). Para aumentar a biomassa e reduzir o dastultivo,
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amido de milho hidrolisado em pd, em vez de glicdse utilizado como fonte de
carbono organico no meio de cultura heterotréfioa. resultados mostraram que a
densidade celular aumentou significativamente sestadicoes e o conteudo lipidico
nas ceélulas foi cerca de quatro vezes maior queélakas autotroficas (sem amido de
milho hidrolisado).

Mandal e Mallick (2009) examinaram a biomassa deraaigaScenedesmus
obliguus avaliando as interacdes entre os parametrosaxitque influenciam o
rendimento de lipidios, por meio de analises esieds. Os parametros analisados
foram a concentracdo de nitrato (A), a concentradgidosfato (B), a concentracao
tiossulfato (C) e o tempo de cultivo (D). Nesteudst os autores mostraram que 0
rendimento em lipidios é influenciado pelos par&oseseparadamente e, também, pela
interacdo entre eles. Foi possivel alcancar umdedipidios de 58,3% da massa seca,
manipulando-se os nutrientes. Porém, a produtieidad biomassa foi afetada quando
ocorreu complemento do tiossulfato e limitagao itlato e fosfato.

Outro fator que influencia o crescimento das migas é a intensidade de luz
no cultivo (iluminancia). Zhangt al (1999) estudaram a influéncia da variavel
intensidade luminosa no cultivo &airulina platensisComo fonte de carbono organico
empregaram a glicose (2 g/L). Observaram que, jparantensidades luminosas
variando entre 500 e 2000 lux, a velocidade m&dmarescimento aumentou com a
luminosidade, enquanto entre 2000 e 4000 lux, aciddde maxima de crescimento
manteve-se constante com o aumento da luminosidade.

Muliterno et al. (2005) estudaram o cultivo da microal8pirulina platensis
Foram avaliadas as concentragcdes maximas de biaraas$uncao da iluminancia. Os
experimentos foram realizados em meio Zarrouk, @ulicdo de glicose em modo
batelada, mantendo-se a concentracao desta enilL),8og variacdo na iluminancia
entre 1800 e 3000 lux. Os resultados mostraram aguenaiores concentracbes de
biomassa foram obtidas para os experimentos coendidtade luminosa de 3000 lux.
Neste mesmo estudo observaram que, nos experimenmtogue a concentracado de
glicose foi mantida em 1,0 g/L, os resultados r@r@sentaram uma tendéncia quanto a
influéncia da iluminancia nas concentracdes méaxideabiomassa. Segundo 0s autores
as menores produtividades de biomassa, com ilumism&@e 3000 lux e concentracéo de
glicose de 1,0 g/L, podem ter sido causadas padadfaque estas duas condicdes juntas

constituem uma condicéo de estresse.
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Morais e Costa (2008) avaliaram a produc¢éo deitipidas microalgaSpirulina
sp eScenedesmus obliquu3 cultivo foi realizado em fotobiorreatores, tgdenmeyer
de 2 L, com uma aeracdo de 0,3 vol/vol.min (vwmdstura ar comprimido e GO
sendo que as concentracdes de @@am de 0,038, 6, 12 e 18% (v/v).Spirulinasp
foi cultivada em meio Zarrouk modificado eSaenedesmus obliguesm meio para
Chlorella ellipsoidea(meio MC). Os cultivos tiveram a duracdo de 20sdieom
concentracao inicial de biomassa de 0,15 g/L, gpéeatura de 30 °C. O fotoperiodo foi
de 12 h claro/escuro em uma iluminancia de 320Q fornecida por lampadas
fluorescentes. O maior conteudo lipidico de cadaraaiga foi de 6,1% par@pirulina
sp. e de 5,3% paBcenedesmus obliquu3s resultados mostraram que, dependendo do
género e da espécie de microalga cultivada, a otacéo de C@®e a adicdo de
bicarbonato de sodio, no meio, podem ser variadasatlo a incrementar a biossintese
de &cidos graxos saturados ou insaturados, decacord a utilizagdo que se pretende
dar & biomassa formada.

Andradeet al. (2008) avaliaram o crescimento da biomassa edapke carbono
em cultivos da microalg8pirulinasp. LEB-18, em diferentes concentracdes de carbono
inorganico dissolvido. Notaram que a menor perdangpa de CQ para a atmosfera
(13,61%) e os maiores parametros de crescimentoict@algaSpirulinasp. LEB-18
ocorreram no ensaio com a menor concentracdo termartestada (NaHCCOde 2,8
g/L). Empregando 50 g/le NaHCQ observaram que 38,73% do carbono do meio foi
perdido para a atmosfera, além de ocorrer inibigéo crescimento celular. A
manutengédo dos cultivos em baixas concentragdesadmno inorganico dissolvido
pode resultar maior eficiéncia no consumo do mikeigpela microalgé&pirulina sp.
LEB-18, contribuindo para a reducdo de custos eantaé de producdo da biomassa
microalgal.

O aumento na concentragdo de carbono inorganicmldido, utilizado no
preparo do meio Zarrouk, provocou maiores perdasadgono para a atmosfera. Além
das perdas de carbono dos cultivos para a atmagfgresentarem um custo adicional
na producdo de biomassa, o aumento de pH assqoiatboconduzir a valores de pH
inibitérios ao crescimento celular. Segundo Andratleal (2008), poucos autores
consideram as perdas quimicas de carbono nosasuldeste modo, nos estudos sobre
o pH e o consumo de carbono em cultivos de micasalgstas perdas podem ser
confundidas com o consumo biologico de carbonospe#dulas, levando a resultados

equivocados.
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l1I.2. RECUPERACAO DA BIOMASSA E SECAGEM

A recuperacdo da biomassa do meio de cultivo éomoiportante devido ao
pequeno tamanho das células de algas (Rf80de diametro), sendo que esta pode
necessitar de uma ou mais etapas de separacae. $¢gdido, a biomassa pode ser
colhida por centrifugacéo, filtracdo ou, em algwasos, por sedimentacdo. Estes
processos podem ser precedidos por uma etapactdaftéo (MOLINA GRIMAet al,
2003).

O crescimento da biomassa pode ser monitoradocpeleentracao celular, por
meio de uma correlacédo pré-determinada (curva-paérire a massa seca da biomassa
e a absorbancia a 670 nm, em espectrofotometro isj\bu pela turbidez da amostra
(ANDRADE e COSTA, 2008; MULITERNCt al, 2005).

Depois da recuperacéo da biomassa da solucéo enaréxapa do processo € a
secagem. A selecdo de um determinado método dgesecdepende da escala de
operagcdo e do destino final do produto seco. Enowérabalhos (BECKER, 1994;
SPECTORet al, 2008; D’OCAet al, 2008; MIAO e WU, 2006; XLkt al, 2006) a
secagem foi realizada em estufas a 60 ou 70 °C,m@gsa constante, ou por
liofiizadores. No entanto, os altos custos do esso de secagem utilizando
liofilizadores podem limitar seu uso.

Segundo Tiburciet al. (2007), uma secagem rapida minimizando o tempo de
exposicdo ao calor e ao oxigénio é desejada, o ppue evitar o processo de
peroxidacao lipidica. Assim, a otimizacdo do preoede secagem por luz solar pode
fornecer produtos com alta qualidade.

Widjaja et al (2009) realizaram um estudo avaliando o efeittedgperatura de
secagem no conteudo e na composicao de lipidi@sgparicroalgaChlorella vulgaris
A recuperacao da biomassa foi feita por centrifdgag apos serem lavadas com agua
destilada foram submetidas a secagem, que fozagl@inas temperaturas de 0 °C, em
liofilizador, e a 60, 80 e 100 °C, em estufa. Aageen na temperatura de 60 °C resultou
uma ligeira reducdo no conteudo de lipidios, quartdoparado com a secagem a 0 °C.
Quando a secagem foi realizada a 80 °C ou a tetaperauperior, o teor lipidico

diminuiu significativamente, como pode ser vistdHmgura 14.
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Figura 14 — Efeito da temperatura de secagem da biomassécdaalgaChlorella

vulgarisno conteudo de lipidios.
Fonte: WIDJAJAet al (2009).

111.3. EXTRACAO DO OLEO EM MICROALGAS

D'oca et al (2008) realizaram testes de extracdo de lipidiasmicroalga
Chlorella obtida comercialmente. Os testes de extracdo foealizados com solventes
cloroférmio:metanol (2:1), etanol, metanol e hexatmm e sem ultrassom. O melhor
rendimento médio em 0Oleo foi de 20,83%, obtidozaiildo o ultrassom e mistura de
cloroférmio:metanol, seguido de 5,79% com metah@4% com etanol, e 1,002% com
hexano. Por outro lado, sem o uso de ultrassofizaumilo agitacdo magnética, durante
24h, o maior rendimento médio de oleo foi de 11,38Btido com metanol, seguido de
10,66% com etanol e de 3,55% com hexano. A mistlm@formio:metanol ndo foi
testada sem o ultrassom.
Soareset al (2009) determinaram o teor de lipidios de migasl marinhas,
avaliando adaptacdes de diferentes metodologiasxttacdo de lipidios. Assim, os
autores analisaram trés metodologias diferentesaznostras de biomassa liofilizadas:
* Adaptacao do método de Bligh e Dyer (1959), na gngimn de cloroférmio/metanol
(CHCI/CH30H; 1/2, viv);

* Adaptacdo do método de Bligh e Dyer (1959), na gngimn de cloroférmio/metanol
(CHCIs/CH30H; 2/1,viv);

» Adaptacdo do método de Folehal (1957).
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Segundo os autores, o teor de lipidios extraido pedtodo de Bligh e Dyer
adaptado foi, no minimo, 56% maior para a micro&lganochloropsis oculata 90%
maior para a microalgghaeodactylum tricornutungm relacdo ao método de Fokth.
al. Mudando-se apenas a propor¢cao de solvente nalméntaptado de Bligh e Dyer
nao houve diferenca significativa (p > 0,05) ewmseaesultados. Neste caso, a proporgao
do solvente nao influenciou tanto quanto a metaglalgois apesar de a metodologia
adaptada de Folcht al utilizar as mesmas propor¢cdes de solvente dadoleigia
adaptada de Bligh e Dyer, na proporcdo de clora@metanol de 2/1 (v/v), os

resultados foram significativamente menores, coisiowa Tabela 5.

Tabela 5- Teor total de lipidios, em % de biomassa sedsaaielos por diferentes

metodologias.

Adaptacédo do Adaptacéo do Adaptacédo do
Espécie método de Bligh e método de Bligh e | método de Folchet al
P Dyer CHCIJ/CH3;0OH | Dyer CHCIy/CH3;OH CHCI3/CH30OH
(172, viv) (2/1, viv) (2/1, viv)
Nannochloropsis
8,13+ 0,07 8,87 + 0,07 5,20+0,11
Oculata
Phaeodactylum
_ 14,85 + 0,53 16,97 + 0,63 7,82 +0,44
tricornutum

Fonte: SOARE®t al, 2009.

A extracdo da fracao lipidica é uma determinacgmwintante nos mais diversos
tipos de matérias-primas, portanto, deve ser mizom extrema exatiddo. Algumas
amostras requerem cuidados especiais para a obtdaciacao lipidica, pois fatores
como coextracdo dos componentes néo-lipidicos exidaghio indesejada podem
influenciar a qualidade final da fracéo lipidicaRBM et al,, 2009).

No extrato obtido é preciso analisar as trés ctagdedipidios produzidos: lipidio
total, lipidio bruto e lipidio neutro. A fracdo igica total inclui pigmentos,
fosfolipidios, glicolipidios, além dos lipidios neas (Figura 15), a fracao lipidica bruta
contém todos os lipidios neutros e pigmentos eagaér lipidica neutra inclui os
triacilglicerideos, os acidos graxos livres, ogtidrbonetos, os esterois, os ésteres de
esterdis e os éalcoois livres (BRIAMN al, 2011).
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Figura 15— Exemplo de moléculas presentes nos lipidiosstota
Fonte: BRUICE, 2006.

7z

O extrato de lipidios totais é constituido de pigtos, fosfolipidios,
glicolipidios e lipidios neutros, sendo os ultimMmmados covalentemente, podem ser
extraidos dos tecidos por solventes apolares. Engui@idios polares, os quais estao
ligados por forcas eletrostaticas e pontes de g@ho, requerem solventes polares
capazes de quebrar tais ligacdes e libera-los (BR2ON9).

Utilizando um sistema Soxhlet e hexano como sob/eBtian et al (2011)

realizaram a extracdo dos lipidios das microaldasnaliella tertiolecta e
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Nannochloropsis oculataéApds a extragdo a solucao de hexano contendpidss foi
filtrada em papel filtro de 1,2 pm e, em seguidahexano foi removido no
rotaevaporador. O Oleo bruto obtido foi redissalveim hexano e filtrado com carvao
ativado, para a remocao dos pigmentos, sendo,,astifidos os lipidios neutros. Estes
eram transparentes, variando da cor amarelo clarolkar. A porcentagem de lipidios
na biomassa seca foi determinada por analise gétga, utilizando
cloroférmio/metanol. A andlise gravimétrica doddips obtidos, soliveis em hexano, é
mostrada na Figura 16. Segundo os autores, ap8P&asi@s lipidios totais para Wild e

D. tertiolectae 50% pard\. oculataeram de lipidios neutros.
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Figura 16 —Andlise da composicao lipidica das microalgas Wildertiolecta eN.
Oculata.
Fonte: BRIANet al. (2011).

O intenso interesse em microalgas para a produgidiadiesel decorre,
principalmente, do alto teor de lipidios e da pladutividade de biomassa por unidade
de superficie em comparacdo com cultivos traditgpnaonforme discutido
anteriormente. No entanto, a produtividade e oimedto em biodiesel a partir das
algas muitas vezes € confundido com a produtividaadipidios totais, porém, apenas
os triacilglicerdis e os acidos graxos livres, tamem parte dos lipidios neutros, devem
ser considerados para a producao de biodiesel (plwoet al, 2008; BRIAN et al,
2011; WAHLENet al, 2011).
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[11.4. ACIDOS GRAXOS NO OLEO DE MICROALGAS

Radmann e Costa (2008) determinaram o conteudbdgé o perfil dos acidos

graxos do 6leo de microalg&pirulina sp LEB-18, Scenedesmus obliquuEB-22,

Synechococcus nidulam€B-25 eChlorella vulgarisLEB-106 cultivadas na presenca
de 12% de CQ 60uL L™ de SQ e 100uL L™ NO, na temperatura de 30 °C, em um

sistema de fotobiorreatores fechados em série,imo tubulares (FBRT), de 2 L

(volume util de 1,8 L). Na quantificacdo de lipislidotais a fracdo lipidica foi

esterificada para a obtencéo dos ésteres metde@idos graxos. A determinacdo de
acidos graxos foi realizada em cromatégrafo a igéstificados pela comparagédo dos

tempos de retencédo com padrdes e quantificadasgooralizacédo de areas.

A Tabela 6 apresenta o perfil dos acidos graxasiadht

Tabela 6- Perfil de acidos graxos (%) das microal§agulinasp.,, Scenedesmus

obliquus, Synechococcus nidula&hlorella vulgaris

Composicédo | Spirulinasp. | S. obliquus S. nidulans C. vulgaris
Acidos graxos saturados

C 15:0 0,08 2,14 0,08 0,14
C 16:0 2,54 3,22 0,73 4,36
C17:0 1,92 1,02 8,18 1,26
C 18:0 0,33 0,91 0,78 1,20
C 20:0 12,60 0,70 0,13 29,10
C 22:0 nd nd nd 0,15
C 23:0 nd 2,06 1,15 0,97
Acidos graxos monoinsaturados

C14:1 0,26 0,57 0,36 0,21
C15:1 1,26 1,57 0,09 2,30
C16:1 41,02 37,01 36,04 23,47
cir1 2,45 6,28 2,73 1,80
c 181 8,04 18,27 16,9 21,81
C 20:1 0,14 0,67 nd 0,37
c24:1 nd 1,64 2,85 1,00
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Tabela 6— continuagéo.

Acidos graxos poli-insaturados

C 18:2 2,71 3,98 3,53 6,26
a-C18:3 7,61 3,52 0,10 nd
y-C18:3 18,12 5,42 17,72 3,12
C 20:2 0,08 4,99 7,64 0,31
C 20:3 0,36 0,69 0,19 0,57
C 20:4 0,49 nd 0,12 0,49
C 20:5 nd nd 0,10 0,13
C 22:2 nd 1,16 0,11 0,89
C 22:6 nd 3,60 0,13 0,10

nd: ndo detectado.
Fonte: RADMANN e COSTA (2008).

A microalga Scenedesmus obliquukB-22 apresentou o maior teor lipidico
(6,18+0,20%,). Par&pirulina sp LEB-18,Synechococcus nidulah&B-25 eChlorella
vulgaris LEB-106 foram obtidas as concentracdes de 5,92+1300+0,80% e
5,21+0,06%, respectivamente.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontraddgopais e Costa (2008),
com 5,20; 3,30 e 4,60% de lipidios p&pirulina sp LEB-18, Scenedesmus obliquus
LEB-22 eChlorella vulgarisLEB-106, respectivamente, com adi¢édo de 12% dg CO
mas sem adicdo dos gases, 8BONO. A variacao das condi¢des de cultivo poderfaz
producao de lipidios variar entre 1 e 40% (m/m) (RANN e COSTA, 2008).

A temperatura de secagem da biomassa algal tamifrancia o contetdo de
acidos graxos no 6leo. Widjaga al (2009) realizaram um estudo avaliando o efeito da
temperatura de secagem na composic¢ao de lipidiosiaaalgaChlorella vulgaris.A
secagem da biomassa foi realizada nas temperater@s60, 80 e 100 °C. Verificaram
gque a temperatura de secagem da biomassa algataied a composicao lipidica como
o teor de lipidios. A secagem por liofilizacdo (@ thantém a composicdo de lipidios
originais das microalgas, conforme mostrado na [@afde Por outro lado, ha uma
diminuicdo no teor de triacilglicer6is em temperatumais altas de secagem. No
entanto, a secagem nas temperaturas de 60 e 8A@mMa composicao lipidica,

diminuindo apenas um pouco o teor de lipidios.
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Tabela 7— Composicéo de lipidios em diferentes temperatdeasecagem.

Principais componentes Composicao (%)

dos lipidios 0°C 60 °C 80 °C 100 °C
Cis 0,85+ 0,1 0,51+ 0,07 0,72 0,15 0,5~#0,1
Cis 1,64+ 0,2 0,89+ 0,1 1,27+ 0,3 1,37+ 0,6
Diacilglicerideos 3,61+ 0,1 523 1,1 3,53 1,9 5,32+ 1,2
Triacilglicerideos 83,73+ 2,3 85,56t 3,4 58,23+ 2,4 | 44,26+ 1,8
Outros 10,16+ 1,2 7,79+ 2,5 34,44+ 25 | 47,46+ 3,1

Fonte: WIDJAJAet al (2009).

As propriedades dos triacilglicerideos e do biagiesio determinadas pela
guantidade de cada acido graxo que estédo presedanoléculas. O comprimento da
cadeia e o numero de duplas ligacdes determinararasteristicas fisicas de ambos o0s
acidos graxos e triacilglicerideos (RAM@8al., 2009).

111.5. BIODIESEL DE OLEO MICROALGAL

Os métodos mais empregados em todo o mundo paradagdo de ésteres
alquilicos (biodiesel) utilizam o 6leo bruto ou ificado nas reagfes (FREEDMA&t
al., 1984; MIAO e WU, 2006; XLet al, 2006; MENDES-BURAKet al, 2011). Em
contraste com os meétodos convencionais de produgdoansesterificacam situ
(direta) tem sido utilizada com sucesso para priodhizdiesel a partir de materiais para
0S quais as tradicionais extracdes com solventesaéeeficientes (OBIBUZORL al,
2003; LEWISet al, 2000; WAHLENet al, 2011; HAAS e WAGNER, 2011). Além de
simplificar o processo de producéo, os resultagosanhsesterificacdo direta melhoram
os rendimentos em ésteres alquilicos, quando caupsia uma extracdo convencional
(LEWIS et al,, 2000).

[11.5.1 Transesterificacdo/Esterificacdo acida

Miao e Wu (2006) estudaram a reacdo de esterificagéoleo deChlorella

protothecoidesvariando a quantidade de catalisadoiS@h), a temperatura de reagcao e
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a razéo alcool:6leo. A quantidade de catalisadob&seada na massa de 6leo, nas
seguintes proporg¢des: 25, 50, 60 e 100 %. As tatpes de reacdo estudadas foram
30, 50 e 90 °C. O estudo da razado alcool:6leo dalizado a 30 °C, com 100% de
catalisador (HSQ,) em relacdo a massa de 6leo, nas razdes metaooitél25:1, 30:1,
45:1, 56:1, 70:1 e 84:1. Para diferentes quantslaéecatalisador, o maior rendimento
em biodiesel foi conseguido a 50 °C, porém, houugca diferenca no rendimento em
biodiesel e na densidade para as temperaturas e580°C. Segundo o0s autores, no
aspecto econdémico, a melhor combinacdo do procésssar uma quantidade de
catalisador de 100% com temperatura de 30 °C. Mast® o custo da producdo € mais
baixo do que quando se usaSd, a altas temperaturas por um tempo longo. Em
relacdo a quantidade de alcool, os resultados anastrque os maiores rendimentos em
biodiesel foram obtidos nas razées metanol:0leé5de e 56:1 (Figura 17). A presenca
do excesso de metanol na transesterificacdo édamispara quebrar a ligacdo glicerol-
acido graxo. Porém, um excesso de metanol (70:4:&) 8eduz a velocidade de

separacao das duas fases produzidas.

100 -
80 -
(i1 C—

ETge

Fendimnento Biodiesel (%6 mn)

0 T T T T T T
25:1 30:1 45:1 S6:1 T0:1 24:1

Razio Molar (alcool: dlen)

Figura 17 —Rendimento em biodiesel em fungdo da razao aldeol:6
Fonte: MIAO e WU (2006).

Um estudo feito por Freedmaet al (1984) sobre a influéncia da razéo
alcool:6leo na reacédo de transesterificacdo do addesoja mostrou que, quando a razéo
alcool:6leo é muito baixa, quantias significativdess mono- e diacilglicerideos estao

presentes no produto final (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito da razao alcool:6leo na composicédo dodyios da reacao de

transesterificacdo do Oleo de soja
Fonte: FREEDMANEt al (1984).

No estudo foi necesséaria uma razdo de 6:1 alceol:para que a reacdo fosse
completa, ou seja, que todos os triacilglicerididasssem reagidos formando ésteres
alquilicos. Os mono- e diacilglicerideos de acidpaxos saturados presentes no
biodiesel se cristalizam facilmente e podem caabatrucéo do filtro de combustivel e
outros problemas de desempenho nos motores aut@n¢GERPEN, 2005).

Umdu et al (2009) estudaram a reacéo de transesterificagidgénea com
O0leo da microalgaNannochloropsis oculatana temperatura de 50 °C e razéo
alcool:6leo de 6:1. Verificaram que os catalisagdgraros CaO e MgO nao séo ativos
na transesterificacdo de 6leo microalgal. Empregawvsl catalisadores CaOA8); e
MgO/Al,O3 (80 % com relagdo & massa de 6leo) os rendimentdsiodiesel foram de
23 e 16%, respectivamente. Rendimentos de 97,5%ratn conseguidos quando a
razdo metanol:0leo foi aumentada de 6:1 para S&dundo os autores a atividade nao
foi relacionada aos tamanhos dos cristalitos de 8a®@kLOs;, mas esta relacionada a
densidade de sitios basicos e a for¢a basica geeesiatese.
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Mandal e Mallick (2009) realizaram o estudo dagesmterificacdo acida do éleo
da microalgaS. obliquus utilizando uma razdo metanol:6leo de 60:1. Veaitam que
apos sete horas de reacdo nenhum triacilglicegdgiacilglicerideo foi encontrado no
biodiesel. Os resultados obtidos também mostramanog principais ésteres metilicos
encontrados foram aqueles correspondentes aossagdxos palmitico, oléico,
linoléico e linolénico, conforme mostrado na Tal&I&ortanto, o biodiesel proveniente
do o6leo deS. obliquuscontém principalmente, acidos graxos saturadosoaom

insaturados, que sao desejados por proporciondtamssabilidade oxidativa.

Tabela 8— Relacao de ésteres metilicos de acidos graxmsados no biodiesel do

0leo da microalg®. obliquus

Esteres metilicos Quantidade (% relativa)
Acido palmitico (C16:0) 38,8
Acido oléico (C18:1) 35,4
Acido linoléico (C18:2) 10,8
Acido linolénico (C18:3) 15,0

Fonte: MANDAL e MALLICK (2009)

A qualidade do biodiesel produzido a partir de oflso microalgaChlorella
protothecoidedoi estudada por Xet al (2006). Para o processo de transesterificacédo
acida as condi¢cbes de reacdo Gtimas foram: razéer doool:0leo de 56:1, 100% de
catalisador (baseado na massa do 6leo) e tempemdureacdo de 30 °C, com uma
reducdo na densidade do Oleo inicial de 0,912 paralor final de 0,864, em quatro
horas de reacdo. O perfil e a quantidade de éstamtflicos de acidos graxos
encontrados no biodiesel s&o apresentados na Tab@&laomponente mais abundante
foi o éster metilico do acido 9-octadecendico, aam teor de 60,84%. O total de
ésteres metilicos de acidos graxos com 18 carbemosntrados foi acima de 80%, o
que resultou uma alta qualidade de biodiesel, cordgpode ser observado na Tabela
10. Deste modo, observaram que as propriedadeadisicombustiveis do biodiesel de
alga sdo comparaveis a do diesel comum. Os ressltathbém sugerem que este novo
processo pode ser um método facil e efetivo papmoducédo de biodiesel de alta

qualidade.
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Tabela 9— Esteres metilicos de acidos graxos no biodaeseticroalgaChlorella

protothecoides

Formula Massa Esteres Composicéao
Molecular Molar (%)
C15H3002 242 | Metil tetradecandico 1,31
C17H340, 270 Ester metilico de 4cido hexadecandico 12,94
CigH360- 284 Ester metilico de acido heptadecanoico 0,89
C10H340- 294 Ester metilico de acido 9,12-octadecadeindico 17,28
CigH360> 296 Ester metilico de &cido 9-octadecendico 60,84
CigH380, 298 Ester metilico de &cido octadecandico 2,76
CooH350, 310 Ester metilico de acido 10-nonadecendico 0,36
Cr1H400, 324 Ester metilico de 4cido 11-eicosendico 0,42
Cr1H40, 326 Ester metilico de &cido eicosandico 0,35

Fonte: XUet al (2006).

Tabela 10— Propriedades do biodiesel de éleo de microadgadiesel comum.

Propriedades Biodiesel de Oleo Combustivel
de microalgas Diesel (Petrodiesel)

Densidade (kg/L) 0,864 0,838
Viscosidade (mris, cSt a 40 °C) 5,2 1,9-4,1
Ponto de Fulgor (°C) 115 75
Ponto de fuséo (°C) -12 -50a 10
Ponto de entupimento de filtro a frio (°C) -11 -Biax. -6,7)
indice de acidez (mg KOH/qg) 0,374 Max. 0,5
Razéo H/C 1,81 1,81

Fonte: Tabela adaptada de MIAO e WU (2006) eeXdl (2006).

[11.5.2 Reacbesin situ

A esterificagdo e/ou transesterificag@iositu refere-se a conversdo de ésteres
alquilicos a partir de acidos graxos livres e iiggicerideos presentes em um material
bioldgico. Reacdes conduzidas dessa forma séo esnglenvolvem a adicdo de um

alcool, um catalisador e um material lipidico, 9380 atmosférica e temperaturas
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moderadas. Nestas reacfes o0s ésteres produzidbBisdem para a fase liquida, a
partir da qual podem ser facilmente recuperadosA&A WAGNER, 2011).

Ehimem et al (2010) estudaram a esterificacéo situ com Chlorella sp.,
contendo 28% em massa de 0leo, catalisada por seifiico. Foram obtidos mais de
90% de conversdo maxima tedrica, em reagbes d& at@e duracdo. Os maiores
rendimentos foram obtidos nas reacdes conduzi@@s’&, ou acima desta temperatura,
contendo pelo menos 4 mL de metanol por grama l@sanalgacea (razdo molar de
alcool:6leo de 1:5) e razdo molar entre o 6leocioméssa e o catalisador de 1:1.

Wabhlenet al. (2011) conduziram a esterificac@osituy, utilizando varias cepas
de microalgas, cianobactérias e também de culmistas de lagoas de estabilizagdo. O
rendimento tedrico maximo de ésteres metilicoxdmiseguido em tempos de reacdes
relativamente curtos (20 min). Os autores obsemvagae a quantidade de ésteres
metilicos formados foi maior que a quantidade ddo&cgraxos disponivel na alga,
quando comparado aos resultados prévios de extcagdsolventes. Esta discrepancia
pode ser explicada considerando que a técnicatdecém utilizada para determinar o
conteudo de triacilglicerideos é ineficaz, deixandma quantidade substancial do 6leo
na célula. Assim, a inclusdo de &cido nas reac@essterificacdan situ, também,
poderia facilitar a extracao, por quebrar a pacadiédar do microrganismo. Além disso,
uma segunda explicacdo seria que outras fontesidesdgraxos, como os lipidios de
membrana, como os fosfolipidios, podem ser cord@stem ésteres por este método e
contribuir no rendimento em ésteres metilicos $otai

Johnson e Wen (2009) descobriram que a eficaciasti&ificacdon situ de
células liofilizadas da microalg&chizochytrium limacinunfoi substancialmente
aumentada pela adicdo de um solvente organicorddades de esterificacdo a 90 °C,
por 40 min, utilizando apenas metanol (7,4 mL/qld@), o rendimento em ésteres foi
de apenas 13% do total de materiais extraiveis domférmio-metanol. Entretanto,
quando uma porcao de 4 mL do metanol foi subsétpiat cloroférmio o rendimento
em ésteres foi 10 a 20% maior.

Os biocombustiveis sdo uma alternativa viavel amsbeoistiveis de origem
féssil. Neste contexto, a busca por novas mat@riazas se tornou foco nos ultimos
anos. A biomassa de microalgas esta entre umasa&sias-primas consideradas por
muitos como uma fonte promissora de energia. Nanémt a producéo de biodiesel a
partir de biomassa algacea, considerando o niveha®ridade tecnoldgica para a

producdo do biodiesel, apresenta varias desvargagen comparacdo as mateérias-
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primas convencionais, como, por exemplo, a sojdRDRAN et al, 2009). Considerando
os gargalos tecnoldgicos para uma producéo efeiesustentavel de biocombustivel a
partir da biomassa algacea surge a necessidaded#seanvolver e buscar o dominio de
uma rota tecnoldgica para esta promissora matériap Assim, € necessario
desenvolver melhores condi¢cbes de cultivo, que wand a uma maior eficiéncia
acoplada a diminuicdo de custos, biorreatores mafsentes e que permitam um
controle mais fino das condi¢cbes de cultivo e aomacao, métodos de extracdo do
Oleo de microalgas adequados, assim como a otiflozags parametros de reacao, tais
como temperatura e razdo molar Oleo:élcool:catidisa nos processos de
transesterificagdo/esterificacdo para a producadbiddiesel a partir de biomassa

algacea.
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

IV.1. CULTIVO DAS MICROALGAS

As cepas das microalg&cenedesmusp. e Spirulina sp. foram gentilmente
fornecidas pelo laboratério de Limnologia, Ecotdog@m e Biomanipulacdo da
Universidade Estadual de Oeste do Parana - UNIOE&JdEdenado pelo Professor Dr.
Nyamien Yahaut Sebastien.

Primeiramente, foi realizado um estudo em escalbateada para o preparo,
cultivo e a manutencdo do inoculo. Para a prepardg& meios de cultivo deve ser
lembrado que estes s@o constituidos de macrortesieau nutrientes essenciais ao
desenvolvimento das plantas, como por exemplopgétrio, hidrogénio, fésforo,
calcio, magnésio e potassio e, também, por micriemis, nutrientes requeridos em
pequenas quantidades, como por exemplo, boro, czibm® e molibdénio (SIPAUBA-
TAVARES e ROCHA, 2001).

IV.1.1. Meios de cultivo

Para a microalgé&scenedesmusp. foram testados quatro meios de cultivo
diferentes propostos na literatura para este tpalda (WATANABE, 1960), quais
sejam: meio MC, DM, NPK (10:10:10) e NPK (20:5:10)o cultivo em escala de
bancada foram avaliadas as melhores condi¢cdesedeirnento de biomassa algacea,
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frente a cada meio. Os experimentos foram realgaaplicando-se as mesmas
condi¢des para todos os meios, sendo a razdo vislcandeio:inéculo:agua de 1:1:8.

As Tabelas 11 a 14 apresentam 0s nutrientes qupd®mos meios testados no
cultivo das microalgaScenedesmusp.

> MeioMC:

Tabela 11— Meio MC para cultivo d8cenedesmusp.

Reagente Quantidade (g/L)
KNOs3 1,25
KH,PO, 1,25
MgSQ, . 7 HO 1,25
FeSQ .7 HO 0,02
Solucédo A (micronutrientes) 1 mL por litro

Fonte: WATANABE (1960).

> Meio DM:

Tabela 12— Meio DM para cultivo d&cenedesmusp.

Reagente Quantidade (g/L)
Ca(NGy), . 4H,0 1,0
KCI 0,25
MgSQO, . 7 HO 0.55
KH.PO, 0,26
FeSQ .7 HO 0,02
Solucéo A (micronutrientes) 1 mL por litro

Fonte: WATANABE (1960).
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» Meio NPK (10:10:10):

Tabela 13— Meio NPK (10:10:10) para cultivo &eenedesmisp.

Reagente Quantidade (g/L)
(NH,).CO 10
Superfosfato Simples 10
KoSOy 10

Fonte: Adaptado Becker (1994) e Lourengo (2006).

» Meio NPK (20:5:10):

Tabela 14— Meio NPK (25:5:10) para cultivo d&cenedesmusp.

Reagente Quantidade (g/L)
(NH,),CO 20
Superfosfato Simples 50
K2SOy 10

Fonte: Adaptado Becker (1994) e Lourenco (2006).

A microalgaSpirulina sp. € uma alga que cresce em aguas salgadas. A cepa
fornecida pelo laboratério de Limnologia, Ecotecgih e Biomanipulacdo da
Unioeste, era cultivada em agua salgada provendmtaar. No entanto, a microalga
Spirulina sp. tem sido amplamente cultivada em laboratorilizando um meio
sintético padrdo, para este tipo de microalga, @ rZarrouk (BERTOLIN, 2005;
MORAIS e COSTA, 2007; MULITERN@t al, 2005; LOURENCO, 2006).

De acordo com Morais e Costa (2007), a diluicaaliqeara o cultivo da
microalgaSpirulinasp. é de 1:1 (meio:agua + inoculo). Desta manest padréo de
diluicdo do meio Zarrouk foi usado neste trabalho.

A Tabela 15 apresenta os nutrientes que compdemems testados no cultivo
das microalgasSpirulina sp. e as Tabelas 16 e 17 apresentam a composigdo da
solucbes de micronutrientes utilizadas para congmrmeios para o cultivo das
microalgasScenedesmusp. eSpirulinasp.
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> Meio Zarrouk:

Tabela 15— Meio Zarrouk para cultivo depirulinasp.

Reagente Quantidade (g/L)
NaHCG; 16,8
KoHPO, 0,5
NaNG; 2,5
K2SOy 1,0
NaCl 1,0
MgSQO,. 7TH,O 0,2
CaCb 0,04
EDTA 0,08
FeSQ. 7H,0 0,01
Solucéo A e Bs(micronutrientes) 1mL por litro de cada

Fontes: MULITERNCet al (2005) e BERTOLINet al(2005).

» Solucdo A e B:

Tabela 16 —Solucéo A (micronutrientes).

Reagente Quantidade (g/L)
H3BOs 2,9
MnCl,.4H,0 1,81
ZnCl, 0,11
CusQ . 5H:,0 0,08
3(NH4)20 .7M0G; . 4H,0 0,018

Fonte: WATANABE (1960).
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Tabela 17 —Solucédo B (micronutrientes).

Reagente Quantidade (g/L)
NH4VO3 22,86
KCr(SOy),. 12H,0 19,2
NiSO,. 6H,0 44,8
Na;WO,.2H,0 17,94
TiSO4.H,SO, .8H,0 61,1
Co(NGs),. 6H0 43,98

Fonte: WATANABE (1960).

IV.1.2. Cinética de crescimento

O aumento da biomassa e/ou densidade celular fibgsufoi monitorado pela
concentracdo celular, utilizando-se uma correlagé®determinada (curva-padréo)
entre a massa seca da biomassa, pela absorvasictaran, determinada utilizando-se
um espectrofotbmetro Shimadzu UV-vis 1203 e, tamhgon turbidez (MULITERNO
et al, 2005), utilizando-se um turbidimetro portatil 8 — modelo 2100P.

Durante a fase de crescimento do cultivo, 0 aumeéatbiomassa (expresso em
massa seca, numero de ceélulas ou densidade &pticaporcional a biomassa presente,
caracterizando um crescimento exponencial (LOURENCDO06). O aumento

populacional é representado por:

N _ (2)
e "

Integrando e rearranjando os termos, tem-se:

. = In@V/No) 3)
At

sendo que: N = Densidade de células ou biomassa (g/mL) no tempalquer
N, = Densidade inicial de células ou biomassa (g/mi_jempo t=0
r = taxa de crescimento exponencial
t = tempo (dia)
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Como o crescimento de microalgas em cultivo resdétadivisdo binaria da
célula mae, o aumento da populacdo de microalgaprésso em logaritmos de base 2.
Portanto, a taxa de crescimento foi convertida emlichces por diak( dia?),

segundo:
k= — = — (@)
In2 0,6931

A produtividade (P em g:Ldia®) da biomassa é dada por:

(X, —X) ()

P= =

sendo que:  Xé a densidade celular no tempo t em{y.L
X, é a densidade celular no tempein (g.L")

t € o tempo (dia)
IV.1.3. CondigGes de cultivo de biomassa

Para o cultivo das microalgas foram testadas trddicoes diferentes:

1) em ambiente controlado, pequenos volumes (escdlardmada);

2) em temperatura ambiente, grande volume (em biomream capacidade de 500
litros);

3) em fotobiorreator (com capacidade para 30 litros).

Desta forma, o cultivo das microalgas em ambieoterolado foi realizado com
um fotoperiodo de 24 horas e temperatura contra@atéorno de 25°C. O fotoperiodo
foi fornecido por quatro lampadas florescentes@¥®\2 totalizando uma iluminancia de
5000 Lux. Além disso, utilizou-se aeracdo provetgese um compressor de ar tipo
A320/A420 (SEBASTIEN e GRANJA, 2005; MOLINA GRIMAt al, 1999).

A construcdo do biorreator foi realizada com o tivpeprincipal de desenvolver
um biorreator simples, de baixo custo de constrgamanutencdo, com agitacdo por
meio de borbulhamento de ar comprimido e com umdiguracao que permitisse
homogeneidade na taxa de luminosidade na cultu@L(MA GRIMA et al, 1999,
ROSENBERCGCet al, 2008; SPECTOR al, 2008).
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O cultivo em escala maior foi realizado em tempegeatambiente, com
fotoperiodo de 24 horas, fornecido por onze lampafflaorescentes de 25 W,
totalizando uma iluminancia de 4500 Lux. A aeraf@oprovida com auxilio de um
compressor, em que o ar foi fornecido por uma meingulisposta de forma circular no
fundo da caixa, distribuindo, assim, mais homogeregsie em todo o tanque de cultivo.

O cultivo no fotobiorreator foi realizado em tengtera ambiente, com
fotoperiodo natural com iluminancia maxima de 110°kux, fornecida pelo sol no
horario de maior incidéncia solar (12:00 horas)v@ume do fotobiorreator foi de
aproximadamente 30 L, sendo utilizada uma bombaAt(AT — 306) para promover a

recirculagcéo no sistema, numa vazao em torno demid.

IV.2. RECUPERACAO E SECAGEM DA BIOMASSA.

A recuperagao da biomassa no cultivo foi realizaela adicdo de 5 mL de uma
solucéo na concentracdo de 5 g/L de floculanteld@¥L (cedido gentilmente pela
empresa Tanac) por litro de cultivo de alga, quep@rcionou que a biomassa
decantasse. Assim, apds a decantacdo a biomaskirdda em telas de 20 mesh, e
entdo recolhida e colocada em estufa para a secagetemperatura de 60 °C, por 24
horas (BECKER, 1994; SPECTO® al, 2008; D’OCAet al, 2008; MIAO e WU,
2006; XUet al, 2006). De acordo com os dados da literaturapéeaturas em torno de
60 °C mantém a composicado de lipidios na biomdgaaea (WIDJAJAet al, 2009).

Depois de seca, a biomassa foi triturada e armdaeam potes plasticos a
temperatura de -8 °C (em freezer), com o0 objetieonsanter, desta maneira, as
propriedades da biomassa (MOLINA GRIMAal, 2003; WIDJAJAet al; 2009).

IV.3. EXTRACAO DO OLEO

No processo de extracdo dos lipidios da biomagseced duas metodologias
descritas na literatura, que relatam a extracadlem de tecidos animais e, também, de
microrganismos, foram analisadas: 1) metodologipgsta por Bligh e Dyer (1959); e
2) pelo sistema utilizando o extrator Soxhlet (BHI@ DYER, 1959; TANAMATI,
2005; LOURENCO, 2006; MORAIS e COSTA, 2008; SPECT&RI, 2008; D'OCA
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et al, 2008; MANDAL e MALLICK, 2009; BRUMet al., 2009). Também, foi utilizada
uma metodologia alternativa, que consistiu em zagnlextracdes dos lipidios pelo

método de extragcdo sucessiva (lavagem) da amastraalvente a quente.

IV.3.1. Métodos

» Método 1 -BLIGH e DYER (1959)

Pesaram-se cerca de 100 g de amostra de microadgaesn um béquer de
500 mL. A este béquer foi adicionado uma mistura@®mL de cloroformio e 200 mL
de metanol. A suspensao foi homogeneizada por 2 p@ra se obter um sistema
monofasico. A esse sistema monofasico ternério iadicam-se 100 mL de
cloroférmio, sendo a mistura agitada por 30 s. gnadlicionaram-se 100 mL de agua
destilada, agitando o béquer continuamente por B@is. A mistura resultante foi
filtrada a vacuo, em funil de Blchner, e transfeseuw filtrado resultante para um funil
de separacao de 500 mL.

ApoOs a separacéo, a fase inferior contendo o darob e a matéria graxa foi
drenada para um baldo de fundo chato de 500 mujapnente pesado (denominado
P1), e o0 solvente foi evaporado em evaporador raatoom o banho-maria sendo
mantido a 34-36 °C. Apds, deixou-se o baldo sesal, vacuo, até obter massa
constante (denominad@)PO teor de lipidios foi determinado a partir deemnca de

massa entre;fe R ou seja (RPy).

» Método 2- Extragdo com o Soxhlet (SPECTORL al, 2008)

Primeiramente, a amostra de microalga seca foidpesan balanca analitica,
sendo, em seguida, colocada dentro de um cartuepagkl filtro, o qual foi transferido
para o extrator Soxhlet. Pesou-se o baldo de é@dregm precisdo (Pe adicionou-se o
solvente n-hexano a este baldo. O baldo foi, eatdaplado ao extrator e o sistema foi
aquecido em banho de silicone até a temperatuigadies controlador por termopar,
por 10 horas. Quando o processo de extracado foplebado, desligou-se o sistema de
extracdo e o0 baldo contendo o extrato foi levadona evaporador rotativo para
evaporacao do solvente, na temperatura de 50 #2l& contendo a matéria graxa foi
colocado em estufa a 60 °C até obter massa camgfntO teor de lipidios totais foi
determinado a partir da diferenca de massa enteeFP Trés solventes foram testados

neste método: hexano; éter etilico; e diclorometandemperatura utilizada variou
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conforme a temperatura de ebulicdo de cada solveata o hexano a temperatura foi

de 85 °C e para o éter etilico e o diclorometatergeratura foi de 60 °C.

» Método 3- Extracdo sucessiva

Pesou-se 1 grama de biomassa seca, sendo esfaritanpara um tubo tipo
Falcon, ao qual foram adicionados 10 mL de solvdate seguida, o tubo foi colocado
em um banho, sob agitacéo, a 60 °C, por 30 minsAp@mostra foi centrifugada por 5
minutos a 4000 rpm e o solvente sobrenadante fmsterido para um balédo
previamente pesado;(PAo tubo contendo a biomassa residual adiciona@mais 10
mL de solvente e este foi levado novamente ao hapbio mais 30 minutos. Esse
processo se repetiu por 6 vezes. Ao final, o stdvea baldo, contendo a matéria graxa,
foi evaporado em um evaporador rotativo. O balauerwlo a matéria graxa foi seco
em estufa, a 60 °C, até massa constande (Pteor de lipidios totais foi determinado a
partir da diferenca de massa entreePR. Trés solventes foram testados por este

método: hexano, éter etilico e diclorometano.

IV.4. CARACTERIZACAO DO OLEO

Para a caracterizacdo do 0leo obtido foi deternoimathdice de acidez, a massa
molar de cada 6leo e o perfil de acidos graxodobtirente a extragcdo com diferentes

solventes, conforme descrito a seguir.

IV.4.1. Determinacao do indice de acidez

O indice de acidez indica o estado de conservagadled, definido como o
namero de mg de hidroxido de potassio necessara meutralizar os acidos graxos
livres em 1 grama de amostra. A oxidacédo dos amigtieos € acelerada pelo calor e
pela luz e a rancidez é quase sempre acompanh&ddopmacdo de acidos graxos
livres (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985; DANTAS, 2006).

O indice de acidez foi determinado pelo método delfd Lutz, que consistiu
em pesar 2 g da amostra 6leo em um erlenmeyer @am25 adicionar 25 mL da
solucéo de éter:alcool (2:1) e agitar a amostraaatiéssolucao total da mesma. Em

seguida sao adicionadas 2 gotas de indicador tgatdfna 1%, sendo a amostra
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titulada com uma solucéo de hidréxido de sodio MOLL, até o aparecimento de uma
coloracdo rosea, a qual deve persistir por aprakamente 30 segundos. Assim, 0
indice de acidez é dado por:

V.f.561 (6)

indice deacidez = (mgKOH/g)
sendo que: V é o volume da solucdo de NaOH 0,01 mol/L gastistmacao (mL);
f & o fator de correcdo da solugcdo de NaOH 0,01Lmol/

P € amassa da amostra (Q).

A padronizagdo da solucdo de hidroxido de sodiordailizada da seguinte
maneira: primeiramente, retirou-se a umidade ekeesdo bifitalato de potéassio,
deixando o solido em estufa a 105 °C/1 h; depoi&idepesou-se rapidamente 0,05 g
de bifitalato de potassio seco e adicionou-se emml/%le agua isenta de gas carbdnico
(agua fervida por 3 a 5 minutos e resfriada sematorcom o ar); acrescentou-se a
solucdo 2 gotas de fenolftaleina a 1% e tituloeeg® uma solucdo de hidroxido de
sédio 0,01 mol/L a ser padronizada, até o aparetonge uma solucéo résea clara. O
fator de correcdo deve estar entre 0,99 a 1,1@ castrario adiciona-se agua ou
hidréxido de sédio na solugéo até atingir-se eatanfar.

O fator de correcéo € dado por:

f=_ P (7)
0,2042V.N

sendo que: P € a massa do bifitalato de potassio usado nag¢#ol (g);
V é o0 volume da solucao de hidroxido de sédio gaatiitulacdo (mL);
N é a normalidade da solucdo (nEq/V).

IV.4.2. Determinacao do perfil de acidos graxos déleo

Segundo Visentainer e Franco (2006), para determoimeerfil de acidos graxos
presentes no 6leo € necessario, primeiramentézaeal derivatizacdo deste, ja que 0s
Oleos a serem analisados precisam ser convertidosc@mponente de maior
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volatilidade, tais como os ésteres metilicos. Cameo de microalga apresentou um
alto teor de acidez, utilizou-se a metodologiasterdicacao de lipidios (HARTMANN
e LAGO, 1973), descrita a sequir.

Pesaram-se 100 mg de amostra de 6leo em um tueonsd@. Adicionaram-se
4 mL de solucédo 0,5 equivalente/L de NaOH em métdrerhou-se bem o tubo de
ensaio, o qual foi aquecido em banho de agua efic@buaté dissolver os glébulos de
Oleo e a solucao tornar-se transparente. Esfricuts®o de ensaio em agua corrente e
adicionaram 5 mL do reagente esterificante (mejaf@kubo foi novamente aquecido
em banho, sendo adicionados 4 mL da solucédo satdeadloreto de sédio. Agitou-se
vigorosamente o tubo por 30 segundos e, apds,oadiegim-se 5 mL do solvente (n-
heptano). O tubo foi novamente agitado por mais&fundos. Deixou-se 0 tubo em
repouso por aproximadamente 90 minutos, na getad®@irsobrenadante foi utilizado

para analise do Oleo por cromatografia em fasesgaso

IV.4.3. Determinagdo da massa molar do 6leo

Uma vez que o0 Oleo de microalgas (assume-se que éstomposto
principalmente de triacilglicerideos) contém difges acidos graxos, as suas
respectivas contribuicbes foram utilizadas paramesta massa molar do oOleo de
microalgas. Como a formacdo da molécula de trikc@iddeos € facilitada pela
combinacdo de moléculas de acidos graxos e umacu@lae glicerol, com a
condensacao de trés moléculas de agua, a massamea do Oleo de microalgas
(MMyeo) foi calculada pela seguinte relacdo (GEORGOGIANNAL, 2007; EHIMEN
et al, 2011):

MM dleo = 3)( (0/0 MM écidograxo) + MM glicerol ~ 3)( MM agua (8)

sendo que:  MMido graxo€ @ Mmassa molar do acido graxo encontrado (g/gmol)
MM giicerol € @ Massa molar do glicerol (g/gmol);

MM sgua€ @ massa molar da agua (g/gmol).
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IV.5. PRODUCAO DE ESTERES

Na producgdo de ésteres alquilicos a partir dooaagdaxos, duas metodologias
foram testadas: a reacéo de esterificacao/tram$iesigfio acida do 6leo de microalga e
o processo de esterificacao/transesterificacdoaaicidsitu, ou seja, utilizando a

biomassa seca na reacao. Todas as reacdes foteada@aem triplicata.

IV.5.1. Reacdan situ

Foi avaliada a producédo de ésteres via transestedd e/ou esterificacdo acida
in situ para a biomassa das microal@enedesmugp. e Spirulinasp. Este método foi
baseado no procedimento proposto por Lestigl (2000), para a sintese de ésteres
alquilicos, descrito a seguir.

Primeiramente, pesaram-se 20 mg de biomassa setta de tubos de ensaio,
com capacidade de aproximadamente 10 mL, provigosachpa. Em seguida, foi
adicionado ao tubo 3 mL de uma solucdo contendooBl(etanol ou metanol),
catalisador (HCI) e solvente (hexano ou clorofé)mma razdo 10:1:1 (v/iviv). A
biomassa foi suspensa na solu¢cdo por meio de agita@nual, sendo esta colocada
imediatamente no banho, em temperatura pré-detadainOs tempos de reacdo
estudados foram de 10, 20, 30, 60 e 120 min.

Depois de decorrido o tempo de reacao, o tubcetoado do banho e resfriado
até a temperatura ambiente, em banho com aguaag&agois de frio, foi adicionado
1 mL de agua desionizada, sendo, em seguida, addns 2 mL de uma mistura de
hexano:cloroférmio na proporcao 4:1 (v/v). Aposepazacao das fases o sobrenadante
foi recolhido em outro tubo. Este processo foi tigjpepor 3 vezes, para assegurar uma
completa remocao dos ésteres formados do meicoreddiFigura 19). O solvente foi,
entdo, evaporado e os ésteres produzidos foramdaklem uma solugdo de hexano e de
éster metilico tricosandico, utilizado como padiaterno (PI), de concentracéo
conhecida. A amostra foi armazenada a -8 °C (frgeze

Para o estudo das reac@esitu foram avaliados dois alcoois (etanol e metanol)
e dois solventes (hexano e cloroférmio). A reagadalizada em cinco temperaturas
diferentes, quais sejam: 30, 45, 60, 75 e 90 °@nbEan, foi avaliado o tempo de

reacao, sendo estes 10, 20, 30, 60 e 120 minutos.
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(b)

Figura 19 — Reacaan situ a) antes de se adicionar hexano:cloroférmio; &pids

separacao das fases.

IV.5.1. Reacéo transesterificacdo/esterificacéo @z

A reacdo de transesterificagdo/esterificacdo acldaodleo das microalgas
Scenedesmusp. eSpirulina sp. foi realizada dentro de tubos de ensaio posvite
tampa, conforme o procedimento descrito a seguir.

Primeiramente, pesou-se 0 0Oleo dentro do tubo eoadu-se uma solugédo
contendo alcool etilico e acido cloridrico, na digade necesséria para se ter uma
razdo molar alcool:6leo de 20:1 e 3% de catalisadon relacdo a massa de dleo.
Imediatamente, o tubo foi colocado em banho, ngpéeatura de 100 °C. Depois de
decorridos 3 horas de reacdo, o tubo foi resfrilfdamente até a temperatura
ambiente, em banho com &gua fria, e, em seguidamf@adicionados 2 mL de uma
solucado saturada de cloreto de calcio.

Apbs a separacao das fases (Figura 20a), a fassaofei transferida com
auxilio de uma pipeta dBasteurpara umvial de 2 mL (Figura 20b). O tubo foi
colocado em um dessecador, acoplado a uma boml#de Tecnal E-058, com vacuo
de 400 mmHg, permanecendo armazenado nesta cordéamssa constante.

Em um baldo volumétrico de 10 mL pesou-se com @&atcerca de 20 mg da
fase oleosa, que estava armazenadaalpsendo adicionados 0,2 mL de uma solugao
de éster metilico tricosandico, utilizado como padmterno (PI), de concentragédo
conhecida. O volume do balédo foi, entdo, completado n-heptano. A amostra obtida

foi acondicionada adequadamente dentroidlee armazenada a -8 °C (freezer).

67



Materiais e Métodos

(@) (b)

Figura 20 — Reacao de transesterificacdo/esterificacdoemde microalgas:

a) separacgdo das fases; e b) ésteres etilicoosbtid

IV.6. ANALISES CROMATOGRAFICAS

As analises cromatograficas foram realizadas enm@agrafo Varian, modelo
CP - 3800, com detector de ionizacdo de chama (2&2)tendo uma coluna capilar
especifica para separacdo de acidos graxos BP —$&E de 30 m x 0,25 mm. Como
gas de arraste utilizou-se o hélio, numa resgdlid de 1:10. A andlise foi realizada com
programacao de temperatura da coluna, iniciand®&Qa, com aquecimento até 250 °C
a uma taxa de 5 °C/min. A temperatura do deteotalef 220 °C e do injetor de 260 °C.

A partir do cromatograma obtido para as amostradisadlas foi possivel
identificar, por meio da comparacdo dos tempos elencdo na coluna com uma
amostra padrdo, 0s respectivos ésteres etilicditost presentes na amostra
(VISENTAINER e FRANCO, 2006).

A determinacdo dos tempos de retencdo foi realizagetando-se no
cromatografo padrdes de ésteres de acidos graxdwaddos. Os resultados foram,
entdo, comparados com o tempo de retencdo dogesk@ramostra que foi analisada,
nas mesmas condi¢cdes cromatogréficas (VISENTAINERANCO, 2006).

Para isto, fez-se uso de um padrdao FAME Matty acid methyl estgrque
consiste em uma amostra contendo 37 diferentesegsteetilicos, os quais incluem os

ésteres contidos no 6leo e biodiesel analisados.
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IV.6.1. Quantificacdo dos produtos de reacéo

Para quantificar os produtos de reacao utilizoussemetodologia da
padronizacdo interna, conforme descrita em Viseataie Franco (2006). Esta
metodologia foi escolhida por ser menos sensivelrras de injecdes e variacdes
instrumentais, como, por exemplo, o fluxo do gasadaste, a temperatura da coluna
etc. Isto ocorre devido a injecdo da amostra eadiogm serem feitas conjuntamente, em
que 0s possiveis erros na injecdo ou variagdesumentais ocorrem em ambos,
anulando-se mutuamente (VISENTAINER e FRANCO, 2006)

O padrao interno (P1) utilizado foi o éster metiliticosandico 99%, adquirido
da Sigma-Aldrich. Este éster foi escolhido com@®& ndo ter sido identificado como
componente da amostra de biodiesel produzido. Al&sso, € um composto estavel,
permite a adicdo de uma quantidade precisa na emmsprincipalmente, apresenta a
resposta proxima aos componentes encontrados nadiesdd produzido
(VISENTAINER e FRANCO, 2006).

Para o calculo da massa de acidos graxos preseatasostra é necessario
utilizar fatores de correcao para os ésteres, &apae ao padrao interno (PI). Existem
dois fatores para corrigir esta resposta diferénsendo estes o fator de correcéo
experimental (Eg), cujo valor é determinado experimentalmente,fatar de correcao
tedrico (ko1), determinado teoricamente a partir do numeroadieanos ativos (C*), ou
seja, 0 numero de carbonos ligados a atomos degéidio (C-H).

Para o célculo do fator de corregéo tedrico, priaménte, definiu-se um éster,
que foi utilizado como referéncia, sendo que estier éecebe arbitrariamente o valor da
unidade. A partir disso, calcula-se a porcentageéssina de carbonos ativos do
composto de referéncia (estereato de etila), benoao éster a ser determinado. Desta

forma, tem-se:

P
Fer = P (8)
sendo que:

P, é a porcentagem massica de carbonos ativos do stonpe referéncia
(estereato de etila);

Px € a porcentagem massica de carbonos ativos do storgumalisado x.
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Considerando o acido palmitico como exemplo, tem-se

Para o composto de referéncia a MMeato de etz 312,50 g/gmol, sendo que a
massa de carbonos ativos (Massa de C*) = 228,20al/dAssim, para a massa molar
de 312,50 g/gmol do composto de referéncia (10@%prcentagem de carbonos ativos
(228,20 g/gmol) neste composto correspondera 8%3,0

Para o acido palmitico a Miko pamiico= 284,48 g/gmol, sendo que a massa de
carbonos ativos (Massa de C*) = 204,19 g/gmol. Aspara a massa molar de 248,48
g/gmol do acido palmitico (100%), a porcentagentalbonos ativos (204,19 g/gmol)
no acido palmitico correspondera a 71,78%.

Portanto, o fator de correcéo tedrico seré obtmoa

7303% 9)
= =10174
T 7178% !

Repete-se 0 mesmo procedimento para o calculatoloda correcdo tedrico dos
outros componentes presentes na amostra.

Além disso, de acordo com Visentainer e Franco @200s componentes
injetados sdo ésteres metilicos/etilicos e paraert@rlos para acido graxo € necessario
calcular o fator de conversdo. O objetivo destecgmomento foi corrigir a resposta
diferencial do detector entre um éster metilictideti e o seu acido graxo

correspondente. Para isso, utilizou-se a seguadedo:

MM
F =
A MM

éster ( 1 0)

acido graxo

sendo que: MMeger© @ massa molar do éster metilico/etilico (g/gmol);
MMacido graxo€ @ massa molar do acido graxo (g/gmol).
Fcea € 0 fator de conversédo de éster metilico/etilem@ @cido graxo
A partir da determinacdo destes parametros foiipelssalcular a massa de
acido graxo na amostra, bem como a massa de éstéicofetilico. Assim, para o
calculo da massa de &cido graxo na amostra utiieca seguinte relacao:

M .F
Mo )
p*" CEA" a
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sendo que:
My é a massa do acido graxea amostra analisada de lipidios totais (mg/g);
M, € a massa do padréo interno (mg);
M, € a massa de lipidios totais (g);
A« € a area no cromatograma relativa ao acido gramoamostra analisada;

A, € a area no cromatograma relativa ao padréo intexraonostra analisada;

Na determinacdo da quantidade de éster obtidator Faea € omitido da
equacao (11), visto que este € o fator de convels@steres a acido graxo. Nas reacdes
in sity, o valor deM, foi igual a massa de biomassa utilizada na reaQéteve-se,
assim, a massa de éster produzido por grama deas$amseca (mg de éster/g
biomassa). Para as reacdes em que se utilizoweerteido, o valor dM, foi igual a
quantidade de 6leo analisada. Obteve-se, assinasaante éster produzido por grama

de 6leo (mg de éster/g de Gleo).
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1. CULTIVO DAS MICROALGAS

Primeiramente, foi realizado um estudo em escalbateada para o preparo,
cultivo e a manutencao dos indculos. A micro&@ganedesmugp. é cultivada em 4gua
doce, ja aSpirulina sp. € uma alga que cresce em agua marinha e seu cualivo
laboratorio foi realizado com meio padrdo para esiroalga, conforme descrito no
capitulo anterior.

O crescimento dos cultivos foi monitorado pela dtade Optica e, também,
pela turbidez. Estes parametros foram determinpdosmeio de uma curva padrao,
previamente construida, que relaciona a massadeeamostra, a densidade Optica e a
turbidez. A concentracdo inicial de biomassa tamdémdeterminada por esse

procedimento.

V.1.1. Cultivo de microalgas dos géneroScenedesmusp. eSpirulina sp. em escala

de bancada e avaliacdo dos parametros de cultivo.

- Scenedesmusp.

Para a microalg&scenedesmusp. foram testados quatro meios de cultivo
diferentes propostos na literatura para este tipaalda (WATANABE, 1960). No
cultivo em escala de bancada foram avaliadas asonesl condigdes de crescimento de
biomassa algacea frente a cada meio.
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De forma geral, 0 meio que apresentou as melhooekifividades apos a fase
de adaptacdo, no periodo de 7-9 dias, foi 0 meig $4Guido do meio DM, e do meio
NPK (20:5:10). O meio NPK (10:10:10) apresentou m®nores valores de
produtividade, ndo se mostrando um bom meio parzulbivo da microalga
Scenedesmusp., conforme pode ser observado na Figura 21Talbela 18. Verificou-
se, também, que a taxa de crescimento e, consequamte, a produtividade para os
meios NPK (10:10:10) e (20:05:10) foram muito mesodo que para os meios DM e
MC.

0,7
" [ == Meio DM

=0~ Meio MC

~Z- Meio NPK (20:5:10)

=% Meio NPK (10:10:10) /%

o o
o )

o
N

o
N

Concentragdo média de biomassa (g/L)
[=] [=]
= w

o
=)

Tempo (dia)

Figura 21 — Concentracédo da biomassaStenedesmusp. em funcéo do tempo de

cultivo, para diferentes meios.

Os resultados indicam que as maiores taxas deiroe#o deScenedesmusp.
ocorreram nos primeiros dias de cultivo, excecéta f®o cultivo realizado com NPK
(10:10:10), que apresentou a maior taxa de crestorapos doze dias de cultivo. Da
mesma forma que a produtividade, a taxa de crestimtambém apresentou valores

maiores quando cultivada no meio MC, principalmenés primeiros dias de cultivo.
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Tabela 18- Produtividade e taxa de crescimento para difesamieios no cultivo de

Scenedesmusp.
Meios de Cultivo
Intervalo
(dia) DM MC NPK (20:05:10) | NPK (10:10:10)
ia
P r P r P r P r

1-3 18,09+3,42) 0,617 21,98+4,783 0,7423,71+2,79| 0,167 0,82 0,620,047

3-5 26,92 + 3,24/ 0,438 36,66+4,18 0,51»4,58 +0,7§ 0,540| 0,37 +1,3%-0,093

5-7 29,84 +1,17| 0,229 5531+353 0,3829,6+1,74| 0,468 1,61+0,620,274

7-9 31,68 +0,97| 0,162 56,19+4,7 0,1470,96 + 1,65 -0,026| 1,12 + 0,41 -0,014

9-12 34,35+0,76| 0,124 46,07+253 0,0380,86 +1,46 -0,100| 2,87 +£0,6| 0,211

12-14 38,03+1,8| 0,130 43,97+095 0,0592,21+1,09 0,125| 5,92+ 1,06 0,331

P = produtividade (mg:Ldia’); r = taxa de crescimento (dia

O meio de cultivo DM mostrou produtividades menones primeiros dias,
quando comparado ao MC. No entanto, apés 7 diaslltieo o meio DM apresentou
taxa de crescimento maior, quando comparado ao Mi@io

Valores parecidos foram encontrados por Morais &taC¢2007), quando
cultivaram Scendesmus obliguuem trés fotobiorreatores conectados em série,
utilizando o meio MC no cultivo. No entanto, a ted& crescimento maxima obtida
pelos autores pa@cenedesmus obliqu(&15 did) foi inferior & taxa de crescimento
de 0,512 did para &Scenedesmusp. alcancada no presente trabalho.

Devido ao excelente resultado obtido na produttéddeScenedesmusp. com
0 meio de cultivo MC, este foi utilizado como m@adrdo na producdo de biomassa
algacea, necessaria para a fase experimental dac@xtde lipidios e producdo de
biodiesel.

Tendo em vista que o custo de producgéo repres@astalias de hoje um dos
fatores limitantes na producdo de biodiesel e, aimpie os custos com o meio de
cultivo sédo relevantes, foi realizado um experiroevdriando-se a concentracdo do
meio MC, com o objetivo de encontrar uma relac@maentre a diluicgdo do meio e a
produtividade da microalga. A Figura 22 mostra xjzeementos preparados para cinco

diluicdes do meio MC em agua.
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Figura 22 — Montagem dos experimentos para estudar a varrag&oncentragéo do

meio MC no cultivo da microalgacenedesmusp.

Quando utilizadas diferentes diluicbes do meio MEDO foi possivel observar

diferencas significativas na produtividade de bissaaalgacea, entre os meios, até o 18°

dia. Esse resultado indica que, na producdo de dssm até 18 dias de cultivo,

conforme mostrado na Tabela 19 e Figura 23, se piildear o meio MC com diluicbes

de até 1:10, sem comprometer a produtividade dedsea d&cenedesmusp.

Tabela 19— Produtividade (mg:Ldia®) para diferentes diluicées do meio MC no

cultivo deScenedesmusp.

Interval Diluicao do meio
o (dia) 1:10 1:7,5 1:5 1:2 1:1
0-2 64,21 +2,67 | 71,16 £2,19] 76,79+4,39 61,37 +2,27 81,11 H9
2-4 60,18 +2,81| 56,91+6,0 71,12 +13/8%6,51 +19,98 54,79 +10,43
4-7 51,25+8,28| 51,71+4,21 557+283 51,489M3 59,7+15,0
7-9 441+71 | 4724+7,37 39,07+583 44,3 +7,51,08 +11,03
0-11 46,17 +2,06| 43,37+6,15 4501+925 51868 | 38,05+ 6,18
11-14 | 37,25+2,12| 40,11+2,44 39,11 +12,041,92 +5,36| 35,04 + 3,7
14-17 30,5+2,08| 30,47 +3,17 32,19 +10/783,84 £ 6,03 32,1+ 6,46
17-18 | 28,59+2,55| 30,49+32 31,12+9/09 32,2374 | 35,95+ 9,27
18-21 | 23,41+2,29] 2553+0,79 21,13+6/46 2%9B74 | 35,81 12,14
21-23 | 21,57+3,94] 2231+1,08 21,75+1/18 298249 | 31,77 + 7,65
23-29 | 14,98+296| 16,85+1,05 9,24+212 18,5644 | 21,43 + 3,79

* razo meio : agua+inéculo. ** produtividade + diespadréo da média
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Figura 23 — Concentracdo da biomassaStenedesmusp, cultivada no meio MC, nas

diluicdes 1:10 4), 1:7,5 O), 1:5 (0), 1:2 (@), 1:1 @), em funcéo do periodo
de cultivo.

Na Tabela 20 é possivel observar que a taxa deim@sto para todas as
diluicdes variou amplamente ao longo do tempo emaanhando esta tendéncia, as
duplicacdes por dia variaram ao longo do deserwamio do cultivo. Os dados
indicam que nos dois primeiros dias a microalgéz@a mais que uma duplicacdo por
dia, reduzindo o tempo de duplicacdo nos dias sulesges até atingir o valor minimo.

Conforme discutido anteriormente, o custo dos ne@gepara a preparacdo dos
meios de cultivos € um dos fatores relevantes odugéo de microalgas e a reducéo da
quantidade de meio utilizado, por biomassa algdgmeduzida, podera diminuir de
forma significativa os custos de producédo. Assirdiladicédo do meio de cultivo indica
0S primeiros passos no caminho a ser seguido parartviavel a produgdo, em escala
industrial, dessa nova alternativa de fonte enmmagétAléem disso, ndo havendo
diferenca significativa entre as diluicdes, folimida a diluicdo de 1:10 como condi¢cao

padréo para as demais cultivos.
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Tabela 20— Taxa de crescimento e duplicacfes por dia, ¢iteeentes diluicdes do

meio MC de cultivo d&cenedesmusp.

Diluicdo do Meio
1:10 1:7,5 1:5 1:2 1:1
r k r k r K r k r k

Intervalo
(dia)

0-2 1,11 1,60, 1,13 168 1,19 1,71 0,97 1140 112621,
2-4 0,39| 056 039 048 040 058 0,17 0j25 00,2638 0,
4-7 0,17 0,25 0,19 0,2% 0,4 0,20 0,81 0/44 0,22320,
7-9 0,06 0,09 0,06 0,13 0,03 -0,05 0,06 0J08 0,06090
9-11 0,13| 0,18 0,13 0,09 0,36 0,24 0,17 0j25 0,0304-
11-14 0,01 0,02z 0,01 0,08 0,03 005 002 0,03 0,@08
14-17 0,00/ 0,000 0,00 -0,03 0,00 0,00 000 -Q,@03| 0,05

17-18 0,00, -0,01 0,00 0,08 0,03 0,08 o002 0,02 0,15 0,p2
18-21 0,00| -0,0z 0,00 | -0,01, 0,07, -0,20 0,02 0,03 0,04 0,06
21-23 0,00 0,00 0,00 -0,03 0,07 0,11 006 0,08 0,00
23-29 0,0 | -0,03 0,00 | -0,01} -0,1Q -0,24| -0,06| -0,08 -0,02| -0,03

* raz&0 meio : dgua+indculo; r = taxa de crescimédia’); k = duplicacées por dia (dfy

- Spirulina sp.

A microalgaSpirulinasp. foi cultivada com um meio sintético padréo (Zakp
para este tipo de microalga (BERTOLIN, 2005; MORAE COSTA, 2007;
MULITERNO et al, 2005, LOURENCO, 2006).

A Figura 24 mostra o cultivo da microal@pirulina sp. em meio Zarrouk,
cultivada em ambiente controlado. A produtividadetaxa de crescimento e as
duplicacdes por dia obtidas para a micro@gaulinasp., sdo apresentadas na Tabela
21. Como descrito anteriormente, Morais e Cost@{ 0delataram que a diluicéo ideal
para o cultivo da microalg8pirulinasp. € de 1:1 (meio: agua + indculo), assim, este

padréo de diluicdo do meio Zarrouk foi usado pacaltivo neste trabalho.
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Figura 24 — Montagem dos experimentos para estudar o cudagamicroalgas

Spirulinasp. em meio Zarrouk.

A partir dos valores apresentados na Tabela 21-pedservar que a maior
produtividade se deu no periodo de 2-4 dias e, éamipara o periodo de 7-9 dias. E
possivel notar, ainda, que a taxa de crescimentonsequentemente o numero de
duplica¢des diminui com o tempo, até atingir o vahdnimo. Valores proximos a estes
foram encontrados por Morais e Costa (2007), quaattovaramSpirulina sp. em trés
fotobiorreatores conectados em série, utilizandwem Zarrouk de cultivo. A Figura 25
mostra a concentracdo de biomassa da micr@&galina sp em funcédo do tempo de
cultivo, corroborando com os dados da Tabela 2kembu-se um aumento na

concentracdo da biomassa no periodo de 2-4 d&s) asmo no periodo de 7-9 dias.

Tabela 21— Produtividade, taxa de crescimento e duplicapoeslia para o cultivo da
microalgaSpirulinasp.

Intervalo (dia) Produtividade r k
1-2 35,52 + 8,57 0,451 0,65
2-4 91,98 + 2,93 0,703 1,01
4-7 4,91 + 13,07 0,020 0,03
7-9 67,99 +43,71 0,211 0,31
9-11 18,99 + 11,34 0,046 0,07
11-14 40,41 +£15,41 0,082 0,12
14-16 48,76 + 15,87 0,081 0,12

P = produtividade (mg:tdia®); r = taxa de crescimento (g k = duplicagées (di§.
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Figura 25 — Concentracdo da biomassa para o cultivBmrulinasp.

V.1.2. Condicdes de cultivo

Em ambiente controlado, o cultivo das microalgagdalizado em erlemeyers
de 1, 2 ou 6 litros, conforme ilustrado na Figua 2

Figura 26 — Cultivo das microalgas em ambiente controlado.

O cultivo também foi realizado em escala maioljzaindo-se como biorreator

uma caixa d’agua de polietileno, com capacidada $ad L (Figura 27).
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Figura 27 — Cultivo das microalgas em temperatura ambiemtdierreator de maior
capacidade (500 L).

A Tabela 22 apresenta os dados de produtividadegaicroalgé&scenedesmus

sp. e Spirulinasp. no cultivo em temperatura ambiente e em escalarr(iz00 L).

Tabela 22— Produtividade e taxa de crescimento para a algaScenedesmisp. e

Spirulinasp. no cultivo em temperatura ambiente e escaiar {0 L).

Scenedesmusp. Spirulina sp.
Intervalo Tmedia | Intervalo T media

@y | e @ || "] o

0-5 0,00| 0,006 21 0-2 2,28 0,068 18
5-11 0,91, 0,072 9 2-6 1,28 0,013 26
11-14 8,03| 0,312 17 6-9 0,60 0,010 24
14-18 588 0,116 13 9-13 3,15 0,029 22
18-20 0,00| 0,045 16 13-16 2,33 0,086 10
20-27 2,94 0,043 21 16-20 7,07 0,049 15
27-33 7,20( 0,073 20 20-23 9,42 0,071 19
33-36 2,47 0,020 18 23-26 3,65 0,082 18
39-39 2,35/ 0,018 18

P=produtividade (mg.tdia®); r=taxa de crescimento (dijp T=temperatura médi4g), p/ intervalo dias.
Aléem das condicbes ja mencionadas, foi ainda @ddizo cultivo em um

fotobiorreator (30 L), mostrado na Figura 28, gperou a temperatura ambiente, com
fotoperiodo natural.
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Figura 28 — Cultivo das microalgas em fotobiorreator de 30 L

A Tabela 23 apresenta os dados de produtividadegaricroalgé&scenedesmus
Sp. no cultivo em temperatura ambiente no fotobaior de 30 L.

Tabela 23— Produtividade e taxa de crescimento para a alga&cenedesmusp. no

cultivo em temperatura ambiente no fotobiorreat®B8d L.

Intervalo (dia) P r T media (°C)
5 0,27 0,025 21
8 0,26 0,021 9
12 0,16 0,012 17
14 0,85 0,061 13
21 5,93 0,190 16
27 22,28 0,202 21
30 7,67 0,038 20
33 17,44 0,073 18
36 30,79 0,099 18

P = produtividade (mg:idia?); r = taxa de crescimento; T = temperatura méa. (

Observa-se que a produtividade da biomassa algastano fotobiorreator de
30 L como no cultivo em caixa d’agua de 500 L feirbmenor do que aquela obtida em
ambiente controlado. Estes resultados podem se@alawariacdo na incidéncia de luz,
gue foi menor para os sistemas em escala maiorirgigalmente, a variacdo de
temperatura ao longo do cultivo, visto que houvedsas em que a temperatura chegou
proxima a 0 °C, uma vez que os ensaios foram eslliz no periodo de maio a julho.
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Porém, estes resultados néo excluem a possibil@tadaltivo de microalgas ser
realizado em ambientes sem controle de tempergiais,para um sistema em grande
escala o controle de temperatura do meio podezizaeb custo de producdo de forma
significativa. Cabe ressaltar, ainda, que os radaft obtidos para ambas as algas
indicam que os sistemas estudados requerem um temguor para alcancar

concentragdes maiores por litro de biomassa.

V.2. RECUPERACAO E SECAGEM DA BIOMASSA

O processo de recuperacao da biomassa foi realsdoadicdo de floculante,
decantacao e filtracdo em telas de 20 mesh, parateea biomassa. A Figura 29 ilustra

0 processo de decantacdo e filtracdo da biomassa.

(o) (d)

Figura 29 —Recuperacéo da biomassa: a) Decantacéo apés ddi@oulante; b)
filtracdo; c) recuperacdo da biomassa; e d) bioaalggcea seca.

Trabalhos preliminares de separacdo da biomasam fogalizados apenas por
filtracdo e, também, por centrifugacdo. Os resokaobtidos mostraram que néo foi
possivel filtrar a biomassa, mesmo empregandolaesfide abertura muito pequena.
Por outro lado, com o processo de centrifugacabidassa foi possivel separar a

biomassa do meio. No entanto, este processo era &mgala se tornou impossivel,
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devido a possibilidade de se tratar apenas pequeasies de biomassa (centrifugas
de pequeno porte). Assim, houve a necessidademlers®ver a separacao da biomassa
do meio com a ajuda de um agente floculante, cordatescrito. Portanto, a adicdo do
floculante fez com que as células em suspensaogleenerassem e decantassem,
possibilitando que o excesso de agua fosse retiradnomassa decantada foi, entéo,
facilmente filtrada. A adicao do floculante posltibu que a recuperacédo celular fosse
maximizada, com menor perda de células, conformeogtrado na Figura 29.

A biomassa seca foi triturada para obter uma bisenasmogénea (Figura 30),
para ser utilizada nas reacfes de esterificacé@s eeacde situ, assim como para 0s

testes de extracao frente a varios solventes.

Scenedesmus sp. Spiruling sp.

Figura 30 — Biomassa seca e triturada

V.3. EXTRACAO DO OLEO

As metodologias encontradas na literatura parasandé lipidios totais ndo sao
muito claras para o caso de microalgas. Devidota faso, foram testadas diferentes
metodologias para a extracdo de lipidios totaigscprocedimentos foram descritos no
capitulo anterior.

Os resultados da extracdo do 6leo da biomassapsémanétodo proposto por
Bligh e Dyer (1959), para as microalgacenedesmusp. e Spirulina sp, séo

apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24— Massa de lipidios totais da extracdo do OlemideoalgaScendesmusp.
pelo método Bligh e Dyer (1959).

Microalga g lipidios totais/g Biomassa seca (%)
Scenedesmusp 8,3
Spirulinasp. 12,4

A extracdo pela metodologia proposta por Bligh @DiL959) apresentou um
bom resultado de rendimento em lipidios totaisv@sres observados sdo compativeis
com os valores apresentados na literatura para @ptes de microalgas (BECKER,
1994). Porém, um dos inconvenientes encontradosa neetodologia, para as
microalgas testadas, foi que, apos a adicdo da @sastema, a separacdo das fases
nao ocorreu, dificultando a recuperacdo da fasaidt@ extraida. Também, foi
observado que a recuperacdo do solvente para o susoutra extragcao foi muito
trabalhosa, por ocorrer uma mistura de solventesmem. Desta maneira, foram
realizados testes de extracdo com o extrator Sorhkxtracdo sucessiva utilizando
apenas um solvente, facilitando, assim, a recugerap solvente para reutiliza-lo
novamente no processo.

Os resultados de extragdo pelos métodos utilizand®oxhlet e a extracao

sucessiva sdo apresentado na Tabela 25.

Tabela 25— Massa de lipidios totais/g biomassa seca ohtidextracéo do 6éleo das

microalgas por dois métodos e trés solventes difese

g lipidios totais/g biomassa seca (%)
. Spirulina sp. Scenedesmusp.
Solvente
Extracéo " Extracéo "
- Soxhlet | Soxhlet
sucessiva sucessiva
Hexano 2,98 4,80 5,14 5,96
Eter etilico 7,26 4,01 8,51 7,39
Diclorometano 4,64 3,64 17,46 10,19

* Testes realizados em triplicata. ** média aritivétdas triplicatas.

Para a microalg&cenedesmusp. as maiores quantidades de lipidios totais por
biomassa de alga foram observadas na extracdo wdonochetano, seguido de éter

etilico e hexano. Por outro lado, para a micro&8peulinasp. os métodos de extracéo
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apresentaram resultados diferenciados frente deosnses utilizados. Com o método de
extracdo sucessiva, 0os melhores resultados forditloslbcom o uso do solvente éter
etilico, seguido de diclorometano e hexano, ja aométodo Soxhlet, os melhores
resultados foram obtidos com o uso do solventertexseguido de éter etilico e com
valores proximos ao diclorometano.

A partir do resultado do teste de extracao por Bbxhpela extragdo sucessiva,
realizados para as duas espécies de microalgasivalse uma ampla variacdo nos
resultados de rendimento de lipidios totais pomgrale biomassa seca. Varios fatores
podem ter influenciado esta variacdo na porcentageripidios extraida, como, por
exemplo, a caracteristica do solvente, a maténmgpra técnica de extracdo e as razdes
entre os solventes (SMEDES e ASKLAND, 1999; LEWISal, 2000; BRIANet al,
2011).

Para a microalgaScenedesmusp. houve um aumento de lipidios extraidos com
0 aumento da polaridade do solvente. Estes ressltadlicam que a maioria dos
lipidios na biomassa décenedesmugp. é de natureza polar, 0 que esta de acordo com
os resultados obtidos com outras espécies de ngadD’'OCA et al, 2011). Da
mesma forma, parece haver um equilibrio entrepididis polares e apolares presentes
na biomassa paraSpirulinasp.

Diversos pesquisadores tém observado, em seusossigge ha uma grande
variacdo na eficiéncia de recuperacao dos lipigiasa diferentes técnicas de extracao
e, também, para uma mesma técnica (LEWiSl, 2000; SMEDES e TORSTEN,
1999; BRIAN et al, 2011). Lewiset al (2000) descrevem ainda que, devido a esta
grande variabilidade, a eficiéncia na extracdolighddios de microrganismos necessita
de uma escolha cuidadosa da metodologia. Assimteaindinacdo do melhor método de
extracdo estudado requer, ainda, para ser compieta, analise do perfil de acidos
graxos obtidos no extrato.

Conforme discutido, o extrato de lipidios totaicanstituido de pigmentos,
fosfolipidios, glicolipidios e lipidios neutros. tEs ultimos sao ligados covalentemente
e podem ser extraidos dos tecidos por solventesrapoPor outro lado, os lipidios
polares, que estdo ligados por forcas eletrostgacpontes de hidrogénio, requerem
solventes polares capazes de quebrar tais ligachiesra-los (BRUM, 2009). Portanto,
acredita-se que a polaridade do solvente seja wom fpe pode ter ocasionado a

variacdo na massa de lipidios totais extraidosgpmma de amostra de microalga, ou
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seja, os solventes diclorometano e éter etilicastaram uma quantidade maior de
componentes polares, tais como pigmentos, fosétdipie glicolipidios.

Para determinar a quantidade real de lipidios asutixtraidos é necessario
promover uma separacao do extrato, obtendo-sen,aapenas os lipidios neutros. A
purificacdo dos lipidios pode ser realizada pocesso de adsorcao seletiva em coluna
de leito fixo. Desta maneira, como alternativa, gged passar o extrato contendo o0s
lipidios totais por uma coluna recheada com camtiitado (BRIAN et al, 2011).
Assim, o0 extrato contendo os lipidios neutros foiluido em hexano
(1:20) (MyiomassémL) e esta solucdo foi passada por uma colunaeodotum leito de

3 g de carvao ativado granulado, com 30 cm deagltanforme mostrado na Figura 31.

Figura 31 — Coluna recheada com carvao ativado para sepatlagdipidios neutros.

A Figura 32 apresenta o extrato, dissolvido em hexantes e depois de passar
pela coluna de carvéao ativado. Pode-se verificaalitgtivamente, a alta eficiéncia na
remocdo dos pigmentos do extrato contendo os dipitditais, quando este foi passado

pela coluna contendo carvao ativado.
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Figura 32 — Extrato diluido em hexano: a) antes; e b) deg@igassar pela coluna

recheada com carvao ativado.

O solvente hexano, utilizado para eluir o extrattaoluna, foi recuperado em
um evaporador rotativo e os lipidios neutros olstittmam secos em estufa a 60 °C,
para a completa remocao do solvente. Obteve-sie,ass extrato lipidico, mostrado
na Figura 33, semelhante ao encontrado por Biaal (2011) na extragdo de 6leo de
microalgad. tertiolectae N.oculata.

Figura 33 — Lipidios neutros.
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Nos experimentos realizados para quantificar oglibp neutros obtidos pela
extragdo por solvente foi observada uma grandabiadade nos resultados para uma
mesma batelada de amostra, indicando que nem fioidiiolalimentado no topo da
coluna estava sendo recuperado, mesmo apoOs lavageessivas da coluna com o
solvente hexano. Para analisar a hipotese de qakisa estava adsorvendo fortemente
lipidios, foram realizados experimentos (em trgli), em que uma quantidade
conhecida de Oleo de soja diluida em hexano, r@oréleo:solvente de 1:100 (g/mL),
foi passada pela coluna. Com isto, foi possivelfigar se todo o 6leo alimentado na
coluna era recuperado. Os resultados obtidos negberimento mostraram que
aproximadamente 5% do 6leo alimentado na colursadin retidos na coluna de leito
fixo, durante o processo de adsorcéo seletiva @wéo ativado. Os resultados obtidos

sdo mostrados na Tabela 26.

Tabela 26— Quantidade de dleo retido na coluna de leito fi& carvao ativado.

% de o6leo retido

Coluna A Coluna B Coluna C
5,28 5,13 4,20

As proporcgdes de lipidios neutros retidas na coltirgem valores superiores
aos utilizados em testes de significancia, contmidw de forma significativa para
variabilidade observada nos resultados. Outro,fam menos importante, que pode ter
contribuido para a variabilidade dos resultadod associado as pequenas quantidades
de biomassa utilizadas nos experimentos e, conseguente, de Oleo.

A extracdo de lipidios a partir de biomassa alg&epeesenta uma tarefa ardua,
gue exige, na maioria das vezes, abordagens navasodificadas, gerando desafios
nao encontrados anteriormente com sementes des mlé@aginosas (H@t al, 2008).
Geralmente, a metodologia utilizada na analise lgodios de algas é baseada na
extragdo com solventes e analise gravimétrica eo éktraido. Porém, esta técnica nédo
foi ainda padronizada para a matéria-prima algdgesta maneira, de acordo com Xu e
Mi (2011), os valores publicados na literatura adeser considerados, na melhor das
hipoteses, apenas como uma estimativa do contégidiicd. De fato, a extracdo do
6leo da biomassa de microalgas se tornou um grafedgau” tecnolégico, sendo que
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grande parte dos trabalhos encontrados na literatiue trazem o rendimento na
extragdo de Oleo da biomassa algacea, também mém faenhuma distingdo entre
lipidios totais e/ou neutros (MANDAL e MALLICK, 2@) SOARESet al, 2009;
SPECTORet al, 2008).

V.4. CARACTERIZACAO DO OLEO EXTRAIDO

V.4.1. Perfil dos acidos graxos no 6leo das micraggls.

Como a eficiéncia na extracdo de cada classedipédiponde de forma diferente
frente ao solvente, a determinacdo da composipéatida é essencial para a validacao e
desenvolvimento dos métodos de extracdo (SMEDESKLAND, 1999). Assim, 0
perfil dos acidos graxos no 6leo da biomassa atgémieobtido por meio da extracédo
com os solventes hexano, éter etilico e diclorontetérequentemente utilizados na
literatura (WAHLENet al, 2011; EHIMENet al, 2010; MIAO E WU, 2006, ZHANG
et al, 2003, XIONGet al, 2008; SPECTORet al, 2008, UMDU et al, 2009;
MOLINA GRIMA et al, 2003).

Existem trés tipos principais de acidos graxospmpgem estar presentes em um
triacilglicerideo, os saturados (Cn: 0), os momatmsados (Cn: 1) e os poli-insaturados
com duas ou trés ligagdes duplas (Cn: 2,3). A mbageem massica destes compostos
foi determinada utilizando-se a metodologia de vd¢idacdo do 6leo, seguida de
cromatografia em fase gasosa (VISENTAINER e FRANE@)6), para as microalgas

Scenedesmusp. eSpirulinasp.

- Scenedesmusp.

Os resultados obtidos do perfil de acidos graxosOlde para a microalga

Scenedesmugp. sdo apresentados na Tabela 27.
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Tabela 27- Perfil de 4cidos graxos do 6leo da micro@ganedesmusp.

Acidos Hexano Eter Etilico Diclorometano
Graxos Extragé'lo Soxhlet Extragé}o Soxhlet Extragé'lo Soxhlet
sucessival sucessival sucessival

C4:0 10,5 | 3,44b 5,91b 2,36b 5,19b 2,84h

C 6:0 2,54a 0,84b 1,08b 0,44b 1,01b 0,70b
C 8.0 2,94a 2,97a 1,86a 2,15a 1,55 1,17a
C 10:0 1,11a 1,22a 0,73b 0,97ap 0,57p 1,04ab
C 12:0 0,00c 0,83a 0,20b 0,22b 0,12hc 0,23b
C 13:0 0,00c 0,00c 1,70b 11,84 0,00¢c 0,0Qc
C 14:0 0,75a 0,79a 0,75a 0,71a 0,71a 0,84a
C1l14:1 0,63a 0,71a 0,56a 0,60a 0,54a 0,7a
C 15:0 0,00c 0,14bc 0,37b 1,215 0,00¢ 0,15pbc
C 16:0 12,1ab 13,4a 10,3b 10,3k 10,7p 11,8ab
C 161 1,83a 2,14a 2,34a 2,07a 2,33a 2,47a
C17:0 0,54b 0,54b 1,31a 0,85ab 1,25a 1,23a
Cilr1 0,00b 0,15ab 0,21a 0,22a 0,13ab 0,21a
C 18:0 2,71c 2,42c 5,34a 3,66b¢ 6,21pa 4,99ab
c 181 21,1a 19,8ab 15,07b 15,1b 16,0pb 16,3b
C 18:2 10,1bc 8,87c 11,3b 7,9¢ 14,0a 10,2bc
C 18:3 30,5¢ 37,8ab 35,3b 25,50 33,9hc 41,4a
C 20:1 0,81d 2,23c 2,53bc 12,83 3,29p 2,91pc
C 20:3 0,00b 0,00b 0,00b 0,304 0,00b 0,36a
C 20:4 0,00b 0,00b 0,92a 0,00b 0,47a 0,00b
C 20:5 0,00c 0,00c 0,87a 0,00b 0,43b 0,00c
C 22:0 0,00b 0,22a 0,00b 0,263 0,00pb 0,00b
C 221 1,85a 0,00c 0,40b 0,00¢ 0,74b 0,00c
C 22:2 0,00b 0,34a 0,00b 0,203 0,00p 0,20a
C 24:0 0,00b 0,68a 0,58a 0,43a 0,53@a 0,00b
C 22:6 0,00b 0,49a 0,39a 0,004 0,26ab 0,25ab

" Composicado do 6leo em porcentagem massica.
" Letras iguais na mesma linha n&o diferem sigriifiaaente ao nivel de 5%.
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A partir do perfil de acidos graxos da microa§egenedesmusp., observou-se
que as maiores propor¢cbes de acidos graxos exdrdidais de 70%), em ordem
decrescente, foram de C 18:3, C 18:1, C 16:0 e:Z CRiatro dos acidos graxos (C 8:0;
C 14:0; C 14:1 e C 16:1) nao diferiram em relagdon@todo de extracdo (sucessiva ou
Soxhlet). Assim, com o uso destes solventes fa@mbslo que 10 acidos graxos (C 4:0,
C 6:0, C 8:0; C 14:0; C 14:1, C 16:0, C 16:1, C11&:C 18:2 e C 18:3) apresentaram,
em média, maiores concentracfes massicas em redaf@dos os 27 &cidos graxos
identificados na analise, conforme pode ser obderva Figura 34. De maneira geral,
h& a predominéncia de acidos graxos insaturadosiedes quais se destaca a elevada
concentracdo de poli-insaturados (C 18:3). Asssper-se que o biodiesel produzido a
partir do 6leo destas microalgas apresente uma mestabilidade oxidativa (RAMOS
et al, 2009). Por outro lado, haveria um ganho nasrmdades de fluxo a frio e
viscosidade, devido a contribuicdo ndo desprezieelperfil de acidos graxos dos
componentes de cadeia menor (C4 a C8).

Para a determinacdo da melhor metodologia a skrada no processo de
extracdo do Ole@cenedesmusp, sucessiva ou Soxhlet, fez-se necessaria sl
perfil de acidos graxos em funcdo do solventezaiilo. Desta maneira, quando foi
utilizada a extracdo em Soxhlet observaram-se gqumaiores propor¢cdes de acidos
graxos foram C 18:3 (37,8%), C 18:1 (19,8%) e W X@3,4%), quando foi utilizado
hexano como solvente Quando se utilizou éter etitomo solvente as maiores
propor¢cdes de acidos graxos foram C 18:3 (25,5%8:C (15,1%), C 20:1 (12,2%), C
13:0 (11,8%) C 16:0 (10,3%). Com a utilizagcdo dedadometano como solvente as
maiores propor¢cdes de acidos graxos foram C 1&31%4), C 18:1 (16,3%), C 16:0
(11,8%) e C 18:2 (10,2%).

91



Resultados e Discussao

14 == c40
=5-C6:0
~3- c8:0
12 = c100 ]
=3 c12:0 J
—$-C130 /
_ 10 h
& |
/
s 8 !
(O]
@ /
S |
= 1
S 6
“®
8 (a)
o
g
o 4 {
2 } \:'u_ .......... { 3
—~ ----% a
— 3
0 - 1_‘1—’!(_' -=
H D E H D E
Extracéo sucessiva Soxhlet
35, =— C14:0
- Cc141
=3~ C15:0
30f =& c1i61
=% c17:0
—%-Cc17:1 [
L]
0
g 20 L I
[
: |
n
2 15 I
21,
@
: { . { (b)
>
£ 10 /
o
05 B
_ -4
0,0 %i«/ ~¥
H D E H D E
Extracdo sucessiva Soxhlet
50
== c16:0
45 =r- C18:0
- c18:1
=+ c18:2 }
=
40 15§ c18:3 {/ - \
35 - —I \
-

0 F- N

25 \I

15 % } b -
—
10 }?@ 3 %

Perfil de acidos graxos (%)

Extracéo sucessiva Soxhlet

Figura 34 — Perfil de acidos graxos, em % massica, do &ewmidroalga
Scenedesmus sp) C4.0, C6:0, C8:0, C10:0, C12:0 e C13:0; b):01€14:1, C15:0,
C16:1,C17:.0e C17:1;ec) C:16, C18:0, C18:1, 2¥3C18:3. Os solventes utilizados
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A metodologia de extracdo sucessiva utilizando hex@omo solvente
apresentou as maiores proporgcdes de &acidos graaes @ 18:3 (30,5%), C 18:1
(21,1%), C 16:0 (12,1%), C 4:0 (10,5%) e C 18:2,q¥). Quando foi utilizado éter
etilico como solvente as maiores proporcdes deoagdaxos foram C 18:3 (35,3%), C
18:1 (15,1%), C 18:2 (11,3%) e C 16:0 (10,3%). Canitilizacdo de diclorometano
como solvente as maiores propor¢des de acidos gfaxam C 18:3 (33,9%), C 18:1
(16,0%), C 18:2 (14,0%) e C 16:0 (10,7%).

A analise dos resultados apresentados acima, @&ti® de Tukey, mostrou que
h&a uma influéncia do tipo de solvente nas quangéisiadlativas extraidas de cada acido
graxo, que compdem o perfil do 6leo da microalBeenedesmusp. Assim, a
metodologia de extragdo sucessiva levou a um parfilque ha a presenca tanto de
acidos graxos de cadeia curta quanto os acidosgmedominantes na faixa de C 16 a
C 18, caracteristico da maioria das oleaginosasickmente utilizadas para a producéo
de biodiesel. Conforme discutido anteriormentes estior equilibrio na composicao do
6leo de microalg&cenedesmugp. pode levar a ganhos significativos na quatidamhl
do biodiesel. Portanto, pode-se sugerir que a mettodologia utilizada consiste na
extracao sucessiva, tendo como solvente o hexano.

Por outro lado, a Tabela 25 mostrou que as maiguesitidades de 6leo de
microalgaScenedesmusp. foram obtidas com o solvente polar diclorometgara as
duas metodologias utilizadas. No entanto, cabe r@m@pue junto com os lipidios
neutros, também, foram extraidas quantidades &agtiMfas de pigmentos,
caracteristico da extracdo com este tipo de savflar), 0 que pode levar a uma
concluséao equivocada. De fato, os resultados apesles na Figura 32 corroboram a
presenca significativa de pigmentos nas amostragdlde extraidas. Embora os
resultados da Figura 32 tenham sido obtidos comiweiste apolar hexano, de menor
afinidade com os pigmentos, as amostras de 6lgaiéat com os solventes polares
diclorometano e éter etilico apresentaram uma agfmr muito mais intensa, indicando,

assim, uma quantidade de pigmentos muito maiowuéaagpbservada com hexano.

- Spirulina sp.

Os resultados obtidos para o perfil de acidos gralm 0leo para a microalga

Spirulinasp. sdo apresentados na Tabela 28.
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Tabela 28- Perfil de acidos graxos do 6leo da microd@gaulinasp.

o Hexano Eter etilico Diclorometano

Acidos _ — =

Graxos EXtra@"’.‘O Soxhlet EXtra@"’.‘O Soxhlet Extra(;a'lo Soxhlet

sucessiva sucessiva sucessiva

C4:0 6,52a | 2,45b 2,70b 0,92b 2,64b 1,28b
C8:0 3,40a 0,00c 0,47bg 1,560 0,621c 1,84b
C10:0 38,7a 33,6ab 32,9ab 30,98b 23,8b 31,1ab
C16:0 11,5b 15,6a 16,9a 15,9a 18,3a 16,0a
Ci16:1 0,00b 2,05ab 2,49a 3,52a 3,54p 3,47a
C18:0 2,66a 2,19ab 1,32b 1,64ap 2,16ab 1,67ab
c18:1 14,0a 7,27b 6,87b 6,800 12,54 6,98b
C18:2 13,7a 7,06b 6,92b 6,031 14,6a 6,31b
c18:3 9,56¢ 28,0a 29,4a 30,93 21,9b 30,4a
C20:3 0,00b 0,00b 0,00b 0,849 0,00 0,98a
C20:5 0,00c 1,79a 0,00c 0,974 0,00¢ 0,00c

" Composicéo do 6leo em porcentagem massica.
” Letras iguais na mesma linha n&o diferem sigrifiaeente ao nivel de 5%.

A partir do perfil de acidos graxos da microal8pirulina sp. (Tabela 28)
observou-se que as maiores proporgcdes de acidessgeatraidos (mais de 90%), em
ordem decrescente, foram de C 10:0, C 18:3, C T61&:1 e C 18:2. Assim, com 0 uso
destes solventes foi observado que estes seissagid®os apresentaram, em média,
maiores concentracées massicas em relacéo a tedowe acidos graxos identificados
na analise, conforme pode ser observado na FigbraD& maneira geral, ha a
predominancia de &cidos graxos saturados, dentrguass se destaca a elevada
concentracdo de C 10:0. Assim, espera-se que deb&droduzido a partir do Oleo
desta microalga apresente maiores estabilidadativade nimero de cetano (RAMOS
et al, 2009), além de menor viscosidade. Em relacdor@wiedades de fluxo a frio
torna-se dificil definir qual seria a tendénciaispw 6leo apresenta-se mais saturado e,
por outro lado, também possui quantidades mai@egidlos graxos de cadeia menor.

Para a metodologia Soxhlet, ndo foi possivel olasetiferenca significativa
entre os solventes testados pelo teste de Tukaforome mostrado na Tabela 28 e na
Figura 34. As maiores proporcoes de acidos graktidas, quando se utilizou hexano
como solvente, foram C 10:0 (33,6%), C 18:3 (28,@%6) 16:0 (15,6%). Quando éter
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etilico foi utilizado como solvente as maiores mngfes de acidos graxos foram de
C 10:0 (30,9%), C 18:3 (30,9%) e C 16:0 (15,9%yanglo foi utilizado diclorometano
como solvente as maiores propor¢cdes de acidos gfaxam de C 10:0 (31,0%), C18:3
(30,4%) e C 16:0 (16,0). Estes resultados mostrasy qdependente do solvente
utilizado, apolar ou polar, a composicéo, ou sejguantidade relativa e tipo de acidos
graxos, foi praticamente a mesma, indicando o mgmrfd para o 6leo extraido.

Quanto a metodologia de extragdo sucessiva, o desfeukey mostrou que o
solvente influenciou de forma significativa a egfa lipidica, gerando perfis
diferenciados para os diferentes solventes, cordquate ser visto na Tabela 28 e na
Figura 35. Para essa metodologia, entdo, as mammgmrcdes de acidos graxos
encontrados, quando se utilizou hexano como sa@yéotam C 10:0 (38,7%), C 18:1
(14,0%), C 18:2 (13,7%), C 16:0 (11,5%) e C 18:56%). Quando foi utilizado o
solvente éter etilico, as maiores propor¢cdes d#oagjraxos foram C 10:0 (32,9%), C
18:3 (29,4%) e C 16:0 (16,9%) e quando foi utilzaw solvente diclorometano, as
maiores propor¢des de acidos graxos foram C 18®B%), C 18:3 (21,9%), C 16:0
(18,3%), C18:2 (14,6%) e C 18:1 (12,5%). A parésies resultados € possivel observar
que os solventes hexano e éter etilico levam aspseimelhantes. No entanto, os
resultados apresentados na Tabela 25 mostram qgaaasidades de lipidios totais
foram muito maiores para a extracdo sucessiva caolvente éter etilico do que as
alcancadas com os outros solventes utilizadosrdyém, maiores do que a metodologia
utilizando Soxhlet. Portanto, pode-se sugerir quenelhor metodologia utilizada
consiste na extracao sucessiva, tendo como solge¥te etilico.

Por fim, cabe destacar que o perfil de acidos grasiotidos tanto para a
microalgaScenedesmusp. como para a microal@pirulinasp. estdo de acordo com os
resultados encontrados na literatura (RADMANN e TAS2008; MORAIS e
COSTA, 2008) para estas microalgas, indicando gatibilidade de resultados obtida
no presente trabalho, independente da metodoldiizada na extracdo dos lipidios

totais.
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Figura 35 — Perfil &cidos graxos, em % massica, do OleoideoalgaSpirulina sp. a)
C4.0, C8:0, C10:0, C16:0 e C16:1; e b) C18:0, C1818:2, C18:3, C20:3 e C20:5. Os

solventes utilizados foram: H — hexano, D — dicleetano e E — éter etilico.

V.4.2. Acidez e massa molar.

A partir dos resultados do perfil dos acidos gragas microalgas estudadas,
foram calculadas a massa molar média dos acidgegyabtidos e a massa molar média
para o Oleo. A Tabela 29 apresenta os valoresasbfydra as microalg&&cendesmus
sp. e Spirulinasp., além dos valores do indice de acidez, quéidiecomo o nimero
de mg de hidréxido de potassio necessario paraatieat os acidos graxos livres em

96



Resultados e Discussao

uma grama de Oleo. Esta propriedade, geralmemtep@tante na definicdo da rota de

obtenc¢éo de biodiesel.

Tabela 29— Caracteristicas do 0leo obtido das microalgasladas.

Massa molar Massa molar . .
. . . . . , Acidez Acidez
Microalga média dos acidos | média do oleo
(mg KOH/qg) (%)
graxos (g/mol) (g/mol)
Scendesmusp. 263 827 4,9 2,5
Spirulinasp. 235 742 14,3 7,2

A partir dos dados apresentados na Tabela 29, goddservar que a massa
molar média para o 6leo da microalgeendesmusp. é mais alta do que aquela obtida
para o 6leo d&pirulinasp., o que reflete a maior proporgéo de acidosogrde cadeia
mais curta apresentado por esta microalga, confatismutido anteriormente. Além
disso, verifica-se que a acidez do 6leo das migas&cendesmusp. e Spirulinasp. €
maior do que 0,5% (m/m). Esta caracteristica déeacindica que o melhor processo
iddiedel,

esterificacao/transesterificagdo &cida, na qualepsel utilizado como catalisador o

para a producdo de ésteres, visando a producdo € via

acido cloridrico, conforme sugerido por Lewisal. (2000).

V.5. PRODUCAO DE ESTERES A PARTIR DE MICROALGAS

Para a producdo de ésteres foram realizadas asdeseagde
esterificacao/transesterificacdo acida do 6leo wendssa extraido por solvente e,
também, as reacd@ssitucom biomassa algacea seca.

A biomassa utilizada em todas as reacdes foi ad#vem ambiente controlado.
Devido a necessidade de varios cultivos para ser aha quantidade suficiente de
biomassa seca, esta foi macerada manualmenteyatérfum po fino, e posteriormente

misturada, formando um lote Unico de biomassa seca.
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V.5.1. Reacaan situ

O processo de producdo de éstdresitu pode ser mais vantajoso que 0S
processos classicos devido, principalmente, a &dugo tempo de reacdo e a
diminuicdo do volume de solventes utilizado, que esta oferece (LEWI8t al, 2000;
HAAS e WAGNER, 2011; EHIMENet al, 2010). Além disso, tem sido relatado o
aumento na recuperacdo de acidos graxos, por meae técnicas de
transesterificacdo/esterificacdo 4cida direta, mhvarsas matérias-primas (HAAS
al., 2007).

Desta maneira, foi avaliada neste trabalho a p#@mlude ésteres via
transesterificacdo e/ou esterificacdo acidasitu para a biomassa das microalgas
Scenedesmusp. e Spirulina sp. Para o estudo foram avaliados dois alcoois (etanol
metanol) e dois solventes (hexano e cloroférmi@selado no procedimento para a
sintese de éster@s situ proposto por Lewigt al (2000). A reacao foi realizada em
cinco temperaturas diferentes, quais sejam: 30,605,75 e 90 °C. Também, foi
avaliado o tempo de reacado, sendo estes de 1B02®0 e 120 minutos, conforme

descrito no capitulo anterior.

- Scenedesmusp.

A Figura 36 mostra a quantidade de éster (mg) datde a quantidade de

biomassa seca utilizada como uma funcéo do tempead@o, para o diferentes alcoois

e solventes utilizados. Visando a discussao dedtae®s a massa de ésteres produzidos
(mg) por massa de biomassa seca (g) ser4 chamaeadiimento em ésteres.

98



Resultados e Discussao

Metanol
80 - ) ==30CT
=+ 45T
“¥-60C
70 r = 75C
) ,% - \* T o<
60 ,{r -
‘ }
/ Ve
% 50| 1 A 7
SRS :
: gk
2 40t L { A
ZUNS
4] 4 N -~ {
2 { t
10} } {’ -{_ {/ { F
10 20 30 60 120 min 10 20 30 60 120 min
Cloroférmio Hexano
Etanol = s0c
80 r r =< 45T
“¥-60CT
70 } - =% 75T
/% 4-90C
7
60 /7 3 /H~

Wl } ..... { 1{ B :{/ // }{
NP e

N S A O

10 20 30 60 120 min 10 20 30 60 120 min

mg ester/g biomassa

Cloroférmio Hexano

Figura 36 — Quantidade de éster metilico/etilico obtidoesgédn situcom
Scenedesmus.spm fungdo do tempo de reacao, para os solvelotesérmio e

hexano, em diferentes temperaturas.

A partir dos resultados obtidos nas reac@essituy, para a microalga
Scenedesmusp., observou-se que, quando foi utilizado o subsecloroférmio, os
rendimentos em ésteres mais altos (67,04 e 66,38en@gter/g biomassa para etanol e
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metanol, respectivamente) foram obtidos para aeeatyra de 60 °C, independente do
alcool utilizado. Quando o solvente utilizado fohexano, os rendimentos mais altos,
também, foram obtidos na temperatura de 60 °C %6&,60,74 mg de éster/g de
biomassa para etanol e metanol, respectivamentegmp somente para tempos
superiores a 60 minutos de reacdo. Para esse nsgdveate, foi ainda observado que
temperaturas inferiores a 60 °C levaram a baixodimeentos em ésteres (1 e 1,7 mg de
éster/g de biomassa para metanol e etanol, respeente) , independentemente do
alcool ou do tempo da reacdo. O aumento do tempeadgio de 60 para 120 minutos
nao acarretou aumento no rendimento em ésteresexoegdo as reacoes realizadas a
60 °C, combinando metanol e hexano ou etanol efdonio.

Com excecdo aos rendimentos em ésteres obtido§@ 6as demais condicbes
0 aumento da temperatura leva a um aumento nogrenitbs em ésteres, sendo isto
mais evidente para a combinacdo etanol e cloro®rmd fato das reacbes a
temperaturas acima de 60 °C ndo mostrarem rendisient ésteres mais altos se deve,
aparentemente, a problemas reacionais relacionamnsa volatilidade dos reagentes.
Qualitativamente, notou-se que no acompanhamestoedgdes nas temperaturas de 75
e 90 °C houve uma incidéncia maior de vazamentedutms de reacdo. Quando isto
acontecia, o tubo era descartado e substituidéppgrequenos vazamentos podem ter
sido imperceptiveis e ter influenciado as reacBé&sn disso, outro fator que pode ser
levado em consideracdo é o fato de que nessasescaQda parte significativa dos
reagentes se encontrava na fase vapor. Como aoreagére devido ao contato da
biomassa (sélida) com o reagente (liquido), esteomeontato entre as fases pode ter
conduzido, consequentemente, a uma diminuicdontmento em ésteres.

Com o objetivo de encontrar qual a melhor combinagkool, solvente,
temperatura e tempo que possa levar a rendimerds attos em ésteres, a partir de
biomassa d&cenedesmusp., foi realizada uma analise de variancia fatolevando-se
em conta estes quatro fatores, com posterior tiesteédias.

Nas reacdes realizadas com a micro8ganedesmugp., a analise de variancia
fatorial revelou que houve interacdo entre os quédtores (p<0,05): temperatura,
tempo, alcool e solvente. Assim, a interacédo evdriatores foi utilizada para o teste de
médias post-hog. A partir do teste de Tukey, aplicado para a pcdd de ésteres nas
reacfesn sity, seis combinacdes de interacdes levaram, em nmamiaendimentos em
ésteres por biomassa algacea mais altos, confooagado na Tabela 30. Embora suas

médias apresentem valores numericamente difereadesiteracbes ndo apresentaram
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diferencas estatisticas (p>0,05), podendo qualguea delas ser indicada para a
producdo de ésteres a partir de biomassa algacea sam a perda significativa no

rendimento em ésteres.

Tabela 30— Valores mais altos de rendimentos em ésteregrpora de biomassa de

Scenedesmusp.
Alcool Solvente Temperatura Tempo mg éster/g biomassg
(°C) (min)

Etanol cloroférmio 60 120 67,04 +1,67
Metanol cloroformio 60 60 66,39 + 1,12
Metanol cloroférmio 60 120 65,19 £ 1,80

Etanol hexano 60 60 61,79 £ 0,59

Etanol hexano 90 60 61,60 £ 0,22
Metanol cloroférmio 60 30 60,70 £1,18

Pode-se observar, também, que ambos os alcooizadtit podem levar a
rendimentos altos, bem como ambos os solventegympauas combinacdes exigem
condicOes de temperatura e tempos especificosapaacao (Tabela 30). Deste modo,
os melhores rendimentos em ésteres ocorreram eetatams de reacido de %D
excetuando-se a reacdo realizada com etanol e hex&®9°C, durante 60 minutos.
Somente uma combinagao entre os fatores mostrdinrento mais alto com tempo de
30 minutos, que foi a reacédo realizada utilizanaamol e cloroférmio, a temperatura
de 60 °C, durante 30 minutos.

Em particular, a combinagéo etanol e cloroférmiepa conduzir a rendimentos
em ésteres levemente superiores (67,04 mg de ést@omassa), para os tempos de
reacao maiores. Porém, para verificar esta hipdtessan realizadas outras reacdes para
esta condicdo, considerando-se um tempo finalagicede 4 horas. O resultado obtido
neste teste é apresentado na Figura 37. Assinficaese que o rendimento em ésteres
etilicos mais alto foi obtido com um tempo de read@ 120 minutos.
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Figura 37 — Massa de éster etilico produzida, por tempaededan situ, para a

microalgaScenedesmus spitilizando o solvente cloroférmio.

- Spirulina sp.

A Figura 38 mostra a massa de éster (mg) em rekacfi@ntidade de biomassa
seca utilizada como uma funcdo do tempo de regudi@ o diferentes alcoois e
solventes utilizados.

Ao contrario do que foi observado para a micro&genedesmisp., a reacam
situ para a microalg&pirulina sp. ndo apresentou nenhuma tendéncia com o aumento
da temperatura. Aparentemente, as reacfes comohafamesentaram-se mais estaveis
ao longo do tempo do que quando utilizado o etacmi rendimentos em ésteres
proximos nos diversos tempos de reacdo. Na conm@mnatetanol e cloroférmio as
temperaturas que conduziram aos maiores rendimentoésteres foram a 60 e @D
(59,4 e 57,0, respectivamente). Quando foi utiizadsolvente hexano os melhores
rendimentos em ésteres foram obtidos nas tempasatle 45 e 75C (70,8 e 56,4,
respectivamente). Com a utilizacdo de metanoldigagdo dos tempos necessarios para
a reacao é dependente do solvente e da tempeuditizados, podendo estes ser de 10
ou 120 minutos, quando utilizado cloroférmio a°6) de 20 minutos para hexano a 75
°C, de 30 minutos para clorofémio a 8 e de 60 minutos para hexano a°60)
conforme pode ser verificado na Figura 38.

Nas reacdes realizadas com etanol e cloroférmidfar@mn observados padrdes
nitidos de influéncia da temperatura. No entansomelhores rendimentos em ésteres

foram observados para a temperatura dé@Figura 38). Além disso, também é
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possivel observar rendimentos em ésteres altos °€,38p6s decorridos somente 10

minutos da reacao.
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Figura 38 — Massa de éster metilico/etilico obtido na reag&itu com Spirulina sp

em funcéo do tempo de reacao, para os solventegaimio e hexano em diferentes

temperaturas.
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Quando utilizado etanol e hexano foi observado umeato do rendimento em
éster com o aumento do tempo da reacdo, excetisEnds-reacdes a temperatura de
45°C, que apresentaram os melhores rendimentos enosetiereacdo menores.

Para a microalg&pirulina sp. a analise de variancia fatorial também mostrou
que houve interacdo entre os quatro fatores (pxOi6hperatura, tempo, alcool e
solvente. Desta forma, foram utilizadas as intezagéntre os fatores para o teste de
médias. A partir do teste de Tukey aplicado aodin@ntos em ésteres nas reagdes
situ com Spirulina sp., pode-se observar que os melhores rendimémas obtidos
com as combinacdes etanol e cloroférmio a°6Q durante 30 minutos, e etanol e
hexano a 45C, durante somente os 10 primeiros minutos de ced€stes resultados
sdo apresentados na Tabela 31. Embora ndo hajendife estatistica entre as duas
condicOes apresentadas na Tabela 31, a condicé@adao utilizando a combinacéo

etanol e hexano, na temperatura de 45 °C e temp0 oen parecer ser mais atrativa.

Tabela 31— Valores mais altos de rendimentos em ésteregrpora de biomassa de

Spirulinasp.
i Temperatura Tempo ) )
Alcool Solvente _ mg éster/g biomassa
(°C) (min)
Etanol cloroférmio 60 30 70,99 + 2,10
Etanol hexano 45 10 70,83 £1,15

E notavel a diferenca de comportamento observasoesgdes de esterificacéo
in situ para as duas microalgas analisadas. De acordoLeans et al (2000), esta
diferenca pode ser devido a estrutura celular destgpos de biomassa. Como ja visto,
a microalgaScenedesmugp. € uma alga verde e a coldénia sempre é formada pu 4
células, ou mais, enquanto Spirulina sp. € uma alga verde-azulada formada por
filamentos. As Figuras 39 e 40 trazem as fotos esmdpicas das microalgas
Scenedesmusp e Spirulina sp, respectivamente, antes e apds a reacaitu E
possivel observar, comparando-se as fotos micr@sdpara ambas as condi¢des, que
durante a reacdo h& o rompimento da parede celasgamicroalgas.
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Figura 39 — MicroalgaScenedesmusp.: a) no cultivo; b) biomassa seca; ¢) 10 min de
reacao, utilizando etanol e cloroférmio a 60 °@) €20 min de reacao.

Figura 40 — MicroalgaSpirulinasp.: a) no cultivo; b) biomassa seca; ¢) 10 min de
reacdao, utilizando etanol e cloroférmio a 60 °@) €20 min de reacéo.

Ficou evidente, para as duas microalgas, a difarewg perfil das reagdes
guando se utilizou o solvente hexano ou o clorofégpara um mesmo alcool. A adicao
de um solvente no processo, de acordo com Xu €8il), € um dos pontos chaves
para 0 sucesso da transesterificaigésity, visto que este ajuda a formar um sistema

homogéneo entre o 6leo da biomassa, o alcool tatisealor. Os autores relatam, ainda,
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que a miscibilidade dos triacilglicerideos no soteepermite uma extracao eficiente do
0leo das microalgas e que a miscibilidade do stévea alcool favorece que a rea¢do
situ ocorra em um ambiente homogéneo, sem a necessdiadagitagdo. Em
concordancia com estas observactes, Wadtleal. (2011) também verificaram que o
solvente pode auxiliar na extracdo da matéria-pemassim, aumentar a producdo de
ésteres durante a transesterificaigasitu.

No processo de transesterificagaositu o &lcool desempenha um papel vital,
atuando na extracdo de lipidios da biomassa e,é@mmba conversao dos ésteres de
acidos graxos (STAMENKOVIGet al, 2011). Nas reacdds situ, observa-se que
quando foi utilizado o etanol a cinética da redpfmais lenta, dados estes condizentes
com o0s encontrados na literatura (DEMIRBAS, 2005ARELLO et al, 2010). Tal
fato pode ser explicado pela maior reatividade dadicais metdxidos, quando
comparados a radicais etoxidos, pois, como o congmio da cadeia de carbono
aumenta para o etanol, a nucleofilicidade do amiedxido diminui, levando a uma
diminuicdo da sua reatividade (STAMENKOVé&T al, 2011).

Porém, o metanol foi mais ativo que o etanol apeaagemperaturas de 30, 45
e 60 °C. Para as reacoes realizadas a 75 e 9@t&da se mostrou mais ativo. Devido
ao ponto de ebulicdo do metanol ser mais baixougoogdo etanol, este pode ser usado
em temperaturas mais elevadas sem um aumentoicagind da pressdo autdbgena do
sistema, em comparacdo ao metanol. Segundo Fasarell (2010), a taxa de reacéo
de esterificacdo com etanol a 70 °C apresentouwmemto significativo, seguindo uma
curva de conversdo em funcéo tempo quase iguah@etkmol a 60 °C.

Pode ser observado que nas reagdsgu com a biomassa algacea (Figuras 36 e
38), a producdo de ésteres passa por um maximddeedge uma diminuicdo e
estabilizacdo com o tempo de reacéo. Isto indieaagyras reacdes ocorrem, além da
reacdo de transesterificacéo/esterificacdo acidaothecido que a reacdo para a
formacao de ésteres via catalise acida é revergigetm, a quantidade de alcool em
excesso tende a limitar a reacdo reversa, deslocandentido da reacdo para a
formacdo dos produtos (Figura 9). Porém, nestadigbes de reacdo, em que se tem
triacilglicerideos, agua, alcool e catalisador acitum mesmo sistema, as reacdes
secundarias, como a hidrélise dos trialcilglicesglguntamente com a hidrélise dos
ésteres produzidos, podem estar acontecendo. Nedoreae hidrélise dos
triacilglicerideos, di- e monoacilgliceréis e agdgraxos livres sdo formados, enquanto

na reacdo de hidrolise dos ésteres, acido carbodlialcool sdo produzidos. Até que

106



Resultados e Discussao

este equilibrio seja atingido no sistema, consdguwnte, a cinética de reacédo de
esterificacdo sofre alteracdes em funcdo do tewgop pode ser visto claramente no
comportamento das reacgdes realizadas neste traffadjuvas 36 e 38) (BRUICE, 2006;
PISARELLOet al, 2010).

V.5.2. Reagéo de esterificacdo do 0leo de microatga

Devido a dificuldade de se obter uma quantidadécienfe de 6leo para o
processo de reagcdo de esterificacao/transestedficacida do 6leo em condi¢des
classicas. Além disso, como o 6leo das microalgessantou alta acidez, a producéo de
ésteres a partir do 6leo de microalgas foi reatizad uma Unica temperatura (100 °C),
num tempo fixo de 3 horas de reagéo, utilizandetarol, 3% m/m de acido cloridrico
e razdo molar alcool:6leo de 20.

A massa de ésteres etilicos obtida na reacdo dm dde microalgas, via

esterificacao/transesterificacdo acida, nas coedig@scritas, € mostrada na Tabela 32.

Tabela 32— Esteres etilicos produzidos a partir do 6lemazoalga.

Microalga mg éster/g 6leo | mg éster/g biomassa
Scenedesmusp. 4,99 £ 0,10 0,3
Spirulinasp. 23,20 £5,23 1,1

" Reacfes realizadas em duplicatdaseado nos dados da Tabela 25.

Observa-se que houve um rendimento em ésteresostiinuito maior para a
reacdo a partir do 6leo da microal§pirulina sp. do que para o 6leo da microalga
Scenedesmusp. Porém, considerando o valor teodrico de ligidiotais obtidos na
extracdo, conforme mostrado na Tabela 25, o remdortedrico de ésteres a partir da
reacdoin situ € de 10 a 15 vezes maior do que no processo dac@&atseguido de
esterificacdo, obtido em tempo de reagdo menoesEssultados estdo de acordo com
valores encontrados na literatura (LEV¢ISal., 2000; EHIMENet al., 2010).

De acordo com Wahleet al (2011), no processo de esterificagdsitu, ndo
apenas os triacilglicerideos e acidos graxos ljvmess também parte da molécula de
fosfolipidios, podem reagir com o alcool formandteées, fornecendo desta maneira
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rendimentos em ésteres mais altos, quando comEaEmd processos convencionais
que utiliza 6leo neutro de microalga.

A abordagem da transesterificacéo/esterificagécitu para a formacao de
ésteres, visando a producéo biodiesel a partitatedssa de microalgas, incorpora uma
dindmica nd@o convencional no uso desta matériagorinh® processo de
transesterificagao/esterificac@o situ apresentou resultados promissores e pode vir a
despontar como uma nova rota para a producdo dbeb@. Desta maneira, fica
evidente a importancia no desenvolvimento destaotegia, que pode conduzir a uma
rota economicamente competitiva em relacdo as agers existentes e/ou as mais
recentes, dentro da industria de combustiveis daras (HAAS e WAGNER, 2011).
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CAPITULO VI

CONCLUSOES

O cultivo de microalgas em ambiente com controléedgeratura forneceu uma
produtividade de biomassa maior do que quando bveufoi realizado sem este
controle. Nessa ultima forma de cultivo, foi possiatingir elevadas concentracfes de
biomassa, porém demandando maior tempo de culivm isso, é possivel evidenciar
que diferentes formas de cultivo podem ser utilsagara a producdo de biomassa
algacea. Na recuperacdo da biomassa da solucabcéo ale floculante possibilitou
maxima recuperacao da biomassa celular, com menda plas células.

Na extracédo do oleo, foi observado que, a polagdksolvente € um fator que
pode ter ocasionado a variacdo na quantidade wkokptotais extraidos por grama de
amostra de microalga, assim, a determinacdo dd ped &cidos graxos no 6leo da
biomassa algacea foi necesséria para a validagdesenvolvimento do método de
extracdo. Para as duas microalgas estudadas a alogfiedde extracdo sucessiva
mostrou-se melhor, sendo que, para a micro8lgEnedesmusp., 0 solvente hexano,
levou a um perfil de acidos graxos que podem levaganhos significativos na
qualidade final do biodiesel. J4, para a micro@gaulina sp., 0os solventes hexano e
éter etilico levaram a perfis semelhantes.

Com relacédo a retirada dos pigmentos no extratbpildios totais, o uso da
coluna com carvao ativado foi eficiente, fornecendo 6leo limpido na cor amarelo
claro. No entanto foi constatado que um pouco de fita retido na coluna.

De acordo com a acidez obtida para o 6leo das algasScenedesmusp e
Spirulinasp., a producéo de ésteres a partir destes liaantio catalisadores acidos.

Nas reacdem situ para a microalg&cenedesmusp., os melhores rendimentos

foram conseguidos com o solvente cloroférmio ngpematura de 60 °C, independente



Conclusodes

do uso de etanol ou metanol como alcool no proc&3samumento do tempo da reacao
de 60 para 120 minutos ndo apresentou maioresmentbs, sendo entdo o tempo de
reacao de 60 minutos suficiente para se obter ax@saendimentos.

A reacaoin situ para a microalgaSpirulina sp. ndo apresentou nenhuma
tendéncia com o aumento da temperatura. Quanddanaidoi utilizado as reacdes se
apresentaram mais estaveis ao longo do tempo, eodimmento de ésteres semelhantes
nos diversos tempos de reacdo. A grande difereamggantrada, no perfil das reagbes de
transesterificacdo/esterificacdo acidasitu, entre as microalgas analisadas, pode ser
devido a estrutura celular dos dois tipos de bismas

A producédo de ésteres etilicos a partir do 6lebidmassa de microalgas, via
esterificacao/transesterificacdo acida, forneceéxobaendimentos, sendo que a reacdo
in situ apresentou-se mais vantajosa devido a reducaastiescrelacionados ao tempo
de reacdo e ao uso de solventes quando comparageoeEsso de extracdo e/ou
purificagdo do 6leo, sendo evidenciados na reagasitu elevados rendimentos em

ésteres.
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