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RESUMO - Nos ultimos anos, o cultivo de microalgas para producao de 6leo tem
sido extensivamente estudado. A capacidade de algumas espécies em acumular
lipideos com perfis de acidos graxos de cadeias contendo de 16 a 18 carbonos as
torna potencial matéria prima para a producao de biodiesel. Entretanto, a etapa de
extracdao de lipideos para produgdo convencional de 6leo de microalgas envolve
elevados investimentos e custo de operacdao. Isto porque ha necessidade de
rompimento celular, uma vez que as microalgas t€ém uma parede celular rigida,
impedindo o acesso dos solventes aos lipidios acumulados dentro das células.
Desta forma, a transesterificacdo in sifu apresenta-se como alternativa
interessante, utilizando o alcool tanto como reagente quanto solvente, eliminando
a etapa de extracdo. Neste trabalho, foi proposto o estudo da reacdo de
transesterificacdo in situ da biomassa da cepa Desmodesmus sp. para a produgao
de biodiesel. Foram avaliados os efeitos das variaveis temperatura, tempo de
reacdo, volume de alcool e porcentagem de catalisador sobre o rendimento de
¢ésteres metilicos de acidos graxos. Os resultados mostraram que o parametro
temperatura de reagdo € o mais significativo na obtencao de ésteres.

1. INTRODUCAO

A reducdo de emissdes de poluentes atmosféricos tem ocupado uma posi¢ao de
destaque em conferéncias internacionais e politicas governamentais nas ultimas décadas (Su
et al.,, 2017), pois o efeito de acimulo de gases de efeito estufa e outros poluentes na
atmosfera nao se limita apenas as mudangas climaticas e outros impactos ambientais, mas
também desencadeia uma série de outros graves problemas de ordem econdmica e social.
Diante da relevancia do tema, o desenvolvimento de novos combustiveis de fontes renovaveis
para substituicdo de combustiveis fosseis representa um item de alta prioridade na agenda de
institutos de pesquisa, empresas de tecnologia e universidades do mundo inteiro.

Nesse contexto, as microalgas despontam como potencial matéria-prima para a
producdao de biodiesel devido as suas caracteristicas bioldgicas, como alta eficiéncia
fotossintética, boa produtividade de biomassa e alto teor de 6leo (Su et al., 2017). Além disso,
apresentam vantagens econdmicas, como possibilidade de cultivo em agua salgada ou residual
e potencial extracao de produtos de alto valor agregado direcionados a outras industrias, como
a farmacéutica, a cosmética e a de alimentos (Oilgae, 2014).

1.1. Reacao de transesterificaciao
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A produgdo do biodiesel convencional ¢ realizada por uma reacao de transesterificacao
na qual um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) reage com os triacilglicerois e acidos
graxos livres, convertendo-os em alquil ésteres de acidos graxos.

Em geral, a reacdo de transesterificagdo ¢ catalisada por acidos (H>SOs4 ou HCI), ou
bases (KOH ou NaOH). Apesar de a catdlise basica apresentar uma velocidade de reacao
maior que a catalise acida, o uso de catalisador acido muitas vezes ¢ preferivel porque ocorre
uma reacao paralela de saponificacdo entre alcalis e acidos graxos livres, presentes em
grandes quantidades na biomassa de microalgas, o que reduz o rendimento da
transesterificacdo e emulsiona produto, dificultando sua separacao (Fukuda et al., 2001).

1.2. Transesterificacio in situ

A transesterificagdo in situ, ou direta, foi proposta por Harrington (1985) e consiste em
utilizar o proprio alcool reagente como solvente, dispensando a extragao prévia do 6leo. Este
método se apresenta como uma alternativa interessante para a producao de biodiesel a partir
de microalgas, uma vez que possibilita simplificar o processo, aumentar sua produtividade e
eliminar uma das etapas de mais alto custo do processo, a extracao de lipidios.

A temperatura, a porcentagem de catalisador, o tempo de rea¢do e o volume de alcool
que levam as condigdes 6timas de reacao dependem fortemente da espécie de alga e do perfil
de lipidios correspondente.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. - Cepa de microalga

A cepa usada neste trabalho foi a Desmodesmus sp., a qual foi doada pelo Laboratorio
de Pesquisas com Organismos Aquaticos (LAPOA) do Grupo Integrado de Aquicultura e
Estudos Ambientais (GIA) da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Brasil.
Atualmente, ¢ mantida no laboratério LOPCA/REF-BIORREF da Faculdade de Engenharia
Quimica da UNICAMP e ja existem varios estudos que mostram que essa ¢ uma cepa
promissora para a producdo de biodiesel (Rios et al, 2015). O cultivo foi realizado
exclusivamente para a obtencdo da biomassa e ndo foram estudados parametros de
crescimento. Este cultivo foi realizado em um banco de luzes, agitados por meio de agitagao
magnética e iluminados 24h por dia. A recuperagdo da biomassa do meio de cultivo foi
realizada por meio de centrifugacao (marca Eppendorf, modelo 5810R).

2.2. - Planejamento Experimental

Com o objetivo de determinar as melhores condi¢des para otimizagao do rendimento de
ésteres na reacdo de transesterificacdo in sifu, foi realizado um planejamento fatorial
fracionario (2!) com duplicata no ponto central (nivel 0) para a estimativa dos contrastes
relacionados aos efeitos principais das variaveis independentes. Segundo a literatura, sabe-se
que as variaveis independentes de grande importancia para o processo sao: tipo de alcool
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(etanol, metanol), quantidade de catalisador, razdo molar 6leo:alcool, temperatura e tempo da
reacdo. Com base nesta informagdo, as variaveis escolhidas para este estudo foram:
porcentagem de catalisador, volume de alcool, temperatura e tempo de reacdo. Na Tabela 1,
apresentam-se as faixas das varidveis estudadas.

Tabela 1 — Planejamento experimental em dois niveis.

Variavel -1 0 +1
Catalisador (%) 20 50 80
Temperatura (°C) 70 105 140

Volume de alcool (mL) 3 5 7

Tempo (h) 0,5 3,75 7

2.3. —Reacio de Transesterificacao in situ

Em tubos de ensaio de vidro de 50 mL com tampas rosqueaveis, para cada ponto
estudado, foram adicionados cerca de 500 mg de biomassa. Logo apo6s, adicionou-se 1 mL do
solvente (cloroféormio), seguidos do alcool (metanol) e catalisador (acido sulfurico) nas
quantidades estabelecidas no planejamento experimental. Também foi adicionado um agitador
magnético para obter uma mistura homogénea de todos os reagentes durante a reacdo e, em
seguida, colocaram-se os tubos em banho termostitico de glicerina, considerando-se a
temperatura e o tempo correspondente a cada experimento.

ApoOs os tempos pré-determinados de reagdo, removeu-se o tubo do banho e o resfriou
rapidamente, via banho de gelo, com o objetivo de parar a reacdo. Depois do resfriamento,
realizou-se uma filtracdo a vacuo com passagem de agua (50~60 °C) e hexano para retirar a
biomassa. Repetiu-se a passagem de agua e hexano algumas vezes para garantir somente a
permanéncia da biomassa no filtro. A seguir, a fase liquida seguiu um processo de separacao
de fases em funil de separacdo, retirando-se a fase mais leve (ésteres) para um tubo
previamente pesado. Finalmente, o solvente (hexano) foi, entdo, evaporado em estufa a 40 °C
e os produtos (ésteres e biomassa) produzidos foram analisados gravimetricamente, até peso
constante. Com os produtos pesados, considerou-se o rendimento a partir da massa da amostra
e quantidade de lipideos da microalga, 11,65 £1,89 %, previamente determinada pelo método
Bligh & Dyer (1959).

2.4. - Analises Cromatograficas

O perfil de acidos graxos dos produtos obtidos da reacdo de transesterificacao in situ foi
determinado via cromatografia gasosa. Primeiramente, os produtos obtidos foram divididos
em 2 tubos (vial 1,5 mL e tubo 50 mL), com a finalidade de realizar a anélise do produto
bruto e do produto apos uma reagao de esterificacao, respectivamente. Com cerca de 10 mg
das amostras em vials, adicionou-se 200 pL de uma solu¢do de heptadecanoato (C17) em
metanol 0,2 mg mL' utilizada como padrdo interno, para quantificacdo, completou-se o
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volume com éter de petrdleo e armazenou-se as amostras em freezer (-18°C) até o momento
da analise.

Ao restante dos produtos (tubos 50 ml), adicionou-se 1 mL da solucdo padriao e
realizou-se uma esterificacdo baseada na metodologia de Hartman and Lago (1973) para
preparacao de amostra.

Finalmente, conforme mencionado anteriormente, a composicao de acidos graxos foi
determinada por cromatografia gasosa, sendo aqui utilizado detector de ionizacdo de chama
(GC / FID 7890A Agilent) com coluna capilar Agilant (50% cianopropila e 50% de
metilpolissiloxano) e Hidrogénio (H2) como gés transportador. A quantificagdo de éacidos
graxos foi baseada na metodologia descrita por Breuer et al. (2013) pela Equagao 1.

A porcentagem de cada 4cido graxo na amostra foi obtida pela formula:

Ar—A CrexV
Cop = (At Is)x 1sxVis
Als w (1)

Onde A4; ¢ a area do pico do acido graxo, A;s € a area do padrdo interno, Cis € a
concentrac¢do da solugdo do padrdo interno (mg mL-"), Vs é o volume de padrdo (mL) e Wé a
massa da amostra (mg).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 sdo apresentados os pontos do planejamento e os respectivos resultados de
rendimentos obtidos. Pela andlise da Tabela, pode-se observar uma boa distribuicdo dos
resultados e os valores do ponto central estdo dentro dos limites de todos os experimentos.

Tabela 2 — Massas e Rendimentos

) Rendimento Rendimento
PonFo do YOlume de | Catalisador Tem[;eratura Tempo (h)|  (100*mgesier/ | (100*mgester/
experimento | alcool (mL) (uL) (°O)
Mmgoleo) gbiomassa)
1 3 54 70 0,50 50,05 58,31
2 3 218 70 7,00 42,73 49,79
3 3 54 140 7,00 66,63 77,62
4 3 218 140 0,50 71,08 82,80
5 7 54 70 7,00 25,16 29,32
6 7 218 70 0,50 61,53 71,69
7 7 54 140 0,50 73,63 85,78
8 7 218 140 7,00 50,49 58,82
9 5 136 105 3,75 29,39 34,24
10 5 136 105 3,75 37,35 43,51
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Dentre os rendimentos em ésteres etilicos alcangados na reacdo, o maior foi de
85,78 mgester/Zbiomassa Obtido nas condi¢des de: 7 mL de metanol, 54 uL de catalisador (20%),
140 °C e 0,5 h de reagao (Ponto 7).

LN P2

A Tabela 3 mostra o perfil de 4cidos graxos das amostras esterificadas para cada ponto
do planejamento experimental. Os resultados apresentam as porcentagens de cada acido em
relacdo ao total de acidos graxos identificados. As andlises cromatograficas realizadas
apresentam resultados dentro do esperado, uma vez que as microalgas do género
Desmodesmus sp. possuem os dacidos palmitico (C16:0) e oleico (C18:1) entre sua
composi¢do lipidica majoritaria. Nao se observou uma mudanga significativa nas
porcentagens dos acidos graxos nos pontos do planejamento.

Foram identificados ésteres saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, com
predominio dos saturados, majoritariamente o C16:0. O grau de saturagdo afeta,
principalmente, as propriedades de escoamento e estabilidade oxidativa do biocombustivel.
Pode-se observar pouca diferenca entre os diferentes pontos do planejamento, quer dizer que
o perfil de 4cidos graxos nao ¢ significativamente afetado pelas condicdes da reagao.

Tabela 3 — Porcentagem dos acidos graxos identificados

Pontos do experimento

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C15:0 | 080] - - - - - - - - -
C16:0 | 69,92 | 80,79 | 67,32 79,64 | 69,82 | 73,22 | 76,92 | 66,25| 74,22 | 81,62
Clé:1 2,72 - 3,91 - 3,08] 297| 228| 3,76| 286 -
Cl6:3 | 090] - - - - - - - - -
C18:0 | 2,67 - 2,88 - 281 2,69| 3,04 320 2,77
C18:1 | 16,81 | 19,21| 20,85| 16,43 | 18,17| 16,95| 13,54 | 20,87 | 16,54 | 18,38
C18:2 - - 2,58 - - - - 3,63 - -
C20:0 | 0,88] - - - 1,36 - - - - -
C20:1 530 - 245] 3,93| 4,776| 4,17 421 228] 3,60] -

4. CONCLUSOES

A reacdo de transesterificacdo in situ foi possivel em todas as condi¢des estudadas.
Pode-se concluir entdo que o parametro temperatura de reagdo ¢ o mais significativo na
obtencdo de ésteres. Uma vez que, os maiores rendimentos foram obtidos nas condicdes de
140 °C. O tempo da reacao teve um efeito significativo negativo, pois 0 maximo rendimento
foi encontrado no nivel minimo do tempo. O maior rendimento foi encontrado nas condig¢des
de maior temperatura, maior volume de alcool, menor volume de catalisador € menor tempo,
obtendo um rendimento de 85,78 mgester/Zbiomassa. Vale a pena ressaltar que com os dados dos
rendimentos obtidos pode ser realizada a andlise estatistica, a qual sera realizada em um

trabalho futuro.
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Na composi¢ao de acidos graxos para os ésteres obtidos, em todas as condig¢des
estudadas, houve predominancia de componentes saturados, sendo em média 76% dos acidos
identificados. Essa caracteristica ¢ inerente a espécie e género de microalga, pois ¢
consequéncia direta da composicao lipidica, e também ¢é caracteristica relevante que precisa
ser considera para a producao e viabilidade de biodiesel.
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