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RESUMO - A busca por fontes lipidicas alternativas para a producdo de biodiesel vem
alavancando pesquisas em torno do 6leo extraido de microalgas uma vez que estas ndo
competem com a produgdo de oleaginosas para fins alimenticios. Assim, este trabalho
visa investigar propriedades fisicas do 6leo e do biodiesel de microalgas da espécie
Chlorella protothecoides. Amostras de 6leo foram obtidas junto a Soley Biotechnology
Institute (SOLEYBIO) e caracterizadas segundo o perfil de &cidos graxos, estimando-se a
composi¢do em triacilglicerdis. Biodiesel metilico e etilico do 6leo de microalga foram
preparados segundo metodologia adaptada pelo proprio laboratério. Andlise de acidez,
teor de agua e densidade e viscosidade em funcdo da temperatura (20°C a 85°C) para o
6leo, e andlise da estabilidade oxidativa e teor de agua para o biodiesel metilico foram
realizadas. Essas propriedades foram comparadas com biodieseis oriundos de oleaginosas
convencionais demonstrando a grande viabilidade do biodiesel de microalga.

1. INTRODUCAO

Embora o uso de 6leos vegetais para a producdo de combustivel seja considerado um processo
renovavel, a producdo de biodiesel em grandes quantidades a partir de oleaginosas vem sendo
considerada insustentavel (Chisti, 2008). Isso porque o0 aumento da produtividade de biodiesel a partir
de oleaginosas ira demandar uma elevada quantidade de terras agricultaveis, aumentando a
competicdo com a producdo de alimentos, podendo causar grandes impactos sociais. Nesse contexto
surge o possivel conflito “combustivel versus alimento” amplamente discutido na literatura cientifica
(Singh et al., 2011). Esse possivel conflito vem impulsionando pesquisas em torno dos combustiveis
de segunda (material celul6sico) e terceira (algas/microalgas) geracOes através da utilizacdo de
matérias-primas ndo alimentares. Nesse contexto, um destaque especial vem sendo dispensado aos
biocombustiveis, em especial ao biodiesel, produzidos a partir de microalgas. Esses microorganismos
podem se desenvolver rapidamente em agua doce ou salgada sem utilizar terras agricultaveis e,
portanto, ndo competindo com a producdo de alimentos, sendo que muitas das espécies garantem
elevada geracao de biomassa e grande capacidade para a producéo de oleo (Chen et al, 2012; Singh et
al., 2011).

Estudos publicados recentemente relatam espécies de microalgas com elevados teores de 6leo
gue podem variar de 6% a 78% do peso seco, sugerindo a viabilidade dessa matéria prima para a
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producdo de biodiesel em larga escala, superando algumas das oleaginosas disponiveis para tais fins
(Mata et al., 2010; Demirbas and Demirbas, 2011). Da mesma forma, a produtividade de biomassa de
microalga por hectare de cultivo supera em até 94% a produtividade da palma, oleaginosa com maior
produtividade por hectare (Demirbas and Demirbas, 2011).

Baseado neste cenario, este trabalho tem por objetivo estudar algumas propriedades fisicas do
6leo de microalgas (densidade e viscosidade em fungdo da temperatura, teor de &gua, acidez e
estabilidade oxidativa) e do biodiesel metilico de microalga (especialmente sua estabilidade
oxidativa), comparando as mesmas com 06leos e biodieseis de oleaginosas convencionais.

2. METODOLOGIA

2.1. Caracterizacao do 6leo de microalga

20L de oleo bruto de microalga da espécie chlorella protothecoides foi adquirida através de
uma doacgdo generosamente realizada pelo SOLEY BIOTECHNOLOGY INSTITUTE (SOLEYBIO -
EUA). O oleo foi evaporado, com o objetivo de se eliminar possiveis residuos de solvente de
extracdo, e entdo caracterizado baseado em um método adaptado de Metcalfe et al. (1976) e Hartman
e Lago (1973) no qual o 6leo é esterificado e os acidos graxos determinados por cromatografia gasosa
(CG). A caracterizacao foi realizada pelo método oficial AOCS 1-62 (2004), em cromatdgrafo gasoso
capilar — CGC Agilent 68650 series GC System com Coluna capilar DB — 23 AGILENT (50 %
cyanopropil — metilpolisiloxano), de 60 m de comprimento, com didmetro interno de 0,25 mm, 0,25
um de filme. As analises foram realizadas nas seguintes condic¢@es: fluxo de 1 mL/min, velocidade
linear de 24 cm/s, temperatura de operacgéo de 280 °C, temperatura do injetor de 250 °C e temperatura
do forno de 110 °C — 5 min, 110 °C — 215 °C (5 °C/min), 215 °C — 25 min. O gas de arraste utilizado
foi o hélio e o volume de inje¢do igual a 1 pL. Os ésteres foram identificados por comparagdo com os
tempos de retencdo do padrdo injetado e a quantificacdo foi realizada por normalizacdo interna. A
partir dessa composicdo em &cidos graxos, calculou-se a provavel composicdo em triacilglicerois
(TAG) segundo metodologia proposta por Antoniosi-Filho et al. (1995).

2.2. Producéo do biodiesel

Biodiesel metilico de microalgas foi produzido por catalise basica homogénea (metdxido de
s0dio) em duas etapas consecutivas, com uma razdo molar total metanol/6leo de aproximadamente
5/1, a temperatura de 60°C por 2 horas (1 hora cada etapa). Apds a separacdo da glicerina e sucessivas
lavagens da fase biodiesel, 0 mesmo € seco em estufa por 1 hora a 115°C, e entdo filtrado em resina
Amberlite BD10 seca para completa eliminacdo do alcool residual, agua, glicerideos e demais
impurezas. Biodiesel etilico também foi produzido por catélise basica homogénea (etdxido de sodio)
em uma unica etapa com uma razao molar etanol/dleo de 9/1 a temperatura de 60°C por 3 horas de
reacdo. Ao final da reacdo, o procedimento € idéntico ao apresentado para o biodiesel metilico.

2.3. Andlise do teor de acidez e do teor de 4gua

O teor de acidez do 6leo foi avaliado utilizando-se o titulador automatico Metrohm, modelo
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808. Para a determinacdo do teor de dgua do 6leo e dos biodieseis foi utilizado o equipamento Karl
Fischer coulométrico (Metronm — modelo 831 KF Coulometer), de acordo com o método oficial Ca
2e-84 (AOCS, 2009).

2.5. Propriedades fisicas: densidade e viscosidade

Investigou-se a dependéncia da densidade e da viscosidade do 6leo de microalga, em funcdo da
variacdo da temperatura. Para a densidade utilizou-se o equipamento da marca Anton Paar, modelo
DMA 4500. Esse equipamento trabalha com temperaturas na faixa de —5 a 90 °C. Foi investigada a
variacdo da densidade em funcdo da temperatura para o 6leo de microalgas na faixa de 20°C a 85°C
com uma variacdo de 5°C. Os resultados foram comparados com 0Gleos vegetais tradicionais, cuja
densidade em funcao da temperatura ja foi publicada pelo grupo de pesquisa.

Para a viscosidade, utilizou-se o equipamento da marca Anton Paar, modelo Microviscosimetro
AMVn. Para determinacdo da viscosidade em funcdo da variacdo da temperatura, foi utilizado um
capilar recomendado para amostras com baixa viscosidade. A temperatura maxima de funcionamento
do equipamento é de 90°C, sendo utilizado o intervalo de 20°C a 85°C para o 6leo de. Assim como na
andlise de densidade, a viscosidade em funcdo da temperatura de 6leos tradicionais foi utilizada para
comparacéo.

2.6. Propriedades fisicas: estabilidade oxidativa do ¢leo e do biodiesel de
microalga

A estabilidade oxidativa do 6leo e do biodiesel metilico de microalgas foi determinada através
da técnica Rancimat. Este método expressa a estabilidade oxidativa do material testado em funcédo do
tempo (Periodo de inducdo, PI) necessario para o inicio da producédo de &cidos organicos volateis, que
sdo subprodutos da degradacdo oxidativa de éster de acido graxo, e do proprio triglicerideo, com o
calor e o oxigénio (Tubino e Aricetti, 2013). O PI trata-se de um pardmetro comparativo muito
aplicado para o controle de qualidade de matérias-primas sendo muito Util para a avaliacdo de
diferentes tipos de 6leos e de biodiesel. No Brasil essa metodologia encontra-se normatizada pela
resolugdo ANP N°14 de 11 de maio de 2012 de acordo com a norma EN 14112 (BS EN 14112:2003)
que estabelece o valor minimo de 6 horas para o periodo de inducdo de biodieseis. Foram
determinados os Pl do 6leo de microalga e do biodiesel metilico de microalgas, comparando 0s
resultados com biodieseis e 6leos convencionais.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta a composicao, em acidos graxos, do 6leo de microalga, comparando-a
com a composigdo de oOleos vegetais convencionais. As amostras foram analisadas em triplicata,
apresentando um desvio padrdo de 0,04%. E possivel observar que o dleo de microalga possui o
maior teor de &cido oléico (C 18:1) quando comparado com outros 6leos vegetais comuns. Quanto ao
teor de &cidos graxos insaturados, o 6leo de microalga apresenta diferencas significativas somente
com relacéo ao 6leo de palma. No entanto, apesar de pouco se diferir com relagdo ao 6leo de soja e
girassol, 0 mesmo apresenta teor de acidos graxos insaturados ligeiramente mais elevado do que os
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dois Oleos vegetais anteriormente mencionados, o que pode gerar diferencas significativas em
determinadas propriedades do seu biodiesel, quando comparado com biodieseis comuns.

Tabela 1 — Composicao em acidos graxos

Oleos

Acido Graxo Esteban et al. (2012) Ramos et al. (2009) Mircroalaa

Soja Palma Girassol Soja Palma Girassol ~lreroaiga
C12:0 - 0,10 % - - 0,10 % - -
C 14:0 - 0,90 % - - 0,70 % - -
C 16:0 11,20% 45,60 % 6,70 % 11,30% 36,70 % 6,20 % 4,79 %
C16:1 0,20 % 0,40 % 0,30 % 0,10 % 0,10 % 0,10 % 0,23 %
C 18:0 2,90 % 3,80 % 2,90 % 3,60 % 6,60 % 3,70 % 1,72 %
c18:1 2520% 3850% 38,70% | 2490% 46,10% 2520 % 62,17 %
C18:2 55,40% 10,50% 51,30% | 53,00% 8,60 % 63,10 % 21,98 %
c18:2T - - - - - - 0,35 %
C 18:3 5,00 % 0,10 % - 6,10 % 0,30 % 0,20 % 6,54 %
C18:3T - - - - - - 0,12 %
C 20:0 - - - 0,30 % 0,40 % 0,30 % 0,55 %
C 20:1 0,10 % - - 0,30 % 0,20 % 0,20 % 1,55 %
Outros - 0,10 % 0,10 % 0,40 % 0,20 % - -
Saturados 1410% 50,40 % 9,60 % 1520% 4450% 10,20 % 7,10 %
Insaturados 8590% 49,60%  90,30% 84,40%  55,30% 88,80% 92,94%

A partir da composi¢do em &cidos graxos, foi estimada a composi¢do do 6leo em termos dos
principais TAGs, como mostrado na Tabela 2. A diferenca entre o 6leo de microalga e outros 6leos
vegetais (representados pelo éleo de soja e palma) se torna mais evidente. Fica claro que os TAGs
000, OOL e OOP representam mais de 55% de toda composicdo do 6leo de microalga, de tal forma
gue o mesmo apresenta um peso molecular médio de 866,33 g/mol. Esse resultado j& era esperado
devido ao fato do acido oléico contribuir com mais 60% de toda a composic¢éo do 6leo de microalga
em acidos graxos. Comparativamente com o0s 0leos de soja e palma, os trés TAGs majoritarios no
6leo de microalgas representam apenas uma contribuicdo de 16,1% (soja) e 29,7% (palma).

Biodiesel metilico (1 L) e etilico (80 mL) do 6leo de microalga foram produzidos segundo a
metodologia anteriormente explicada. Devido a maior solubilidade do etanol nos ésteres etilicos, foi
produzido uma menor quantidade deste biodiesel apenas com o intuito de identificar possiveis
problemas apresentados na metodologia de producéo e, assim, produzir um biodiesel etilico de melhor
qualidade em maior escala para a continuidade dos estudos.

As anélises do teor de acidez para o 6leo de microalgas foram realizadas em quadruplicata,
apresentando uma acidez de 0,07% com um desvio padrdo de 0,003%. A baixa acidez do 6leo indica
uma alta viabilidade da utilizacdo do mesmo para a producdo de biodiesel, minimizando problemas
relacionados a purificagdo do biocombustivel. Comparativamente com outros 6leos vegetais, o 6leo
de microalga é cerca de 10 a 100 vezes menos &cido do que 6leos como o de soja e palma (Watanabe
et al., 2002; Melero et al., 2010).
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TAG!® Cadeia MM?  Soja® Palma® Microalga
PPP 51:.0 807,32 - 5,6 -
PLP 50:2 831,35 2,20 10,30 0,15
POP 50:1 833,37 1,90 31,30 0,42
PLLn 52:5 853,36 3,50 - 0,50
POLn 52:4 855,38 2,10 - 1,38
LLP 52:4 855,38 12,50 2,10 0,83
PLO 52:3 857,39 11,40 10,30 4,58
OOP 52:2 859,41 5,50 23,90 6,34
POS 52:1 861,42 1,10 5,60 0,27
LnLnL 54:8 875,37 1,30 - 0,31
LLLn 54:7 877,38 8,00 - 1,02
LnLnO 54:7 877,38 - - 0,85
LLL 54.6 879,40 17,40 - 1,13
LnOL 54:6 879,40 4,80 - 5,64
LLO 54:5 881,41 16,40 1,00 9,38
OOLn 54:5 881,41 - - 7,80
OO0L 54:4 883,43 8,10 1,80 25,94
SLnO 54:4 883,43 - - 0,45
SLO 54:3 885,44 - - 1,48
000 54:3 885,44 2,50 4,00 23,90
POGa 54:2 887,46 - - 0,29
00S 54:2 887,46 1,30 2,70 2,05
GaOLn 56:5 909,47 - - 0,35
GaOL 56:4 911,48 - - 1,18
0O0Ga 56:3 913,50 - - 1,63
OOA 56:2 915,51 - - 0,60
Outros - - - 1,40 1,53

! p=palmitico, Po=Palmitoléico, O=Oléico, L=Linoléico, Ln=Linolénico, S=Estearico, Ga=Gadoleico,
A=Araquidico; 2 Peso Molecular (g/mol); * Endo et al. (2011)

No que tange ao teor de &gua, o 6leo de microalga apresentou um valor médio de 0,086% em
massa, com um desvio padrdo de 0,005%. Este valor de umidade esta abaixo dos valores encontrados
para 6leos vegetais comuns, tais como: éleo de palma — 0,22% (Melero et al., 2010), 6leo de soja —
0,32% (Silva et al., 2010), 6leo de girassol — 0,18% (Alonso et al., 2005). O baixo teor de umidade do
6leo de microalga favorece a reacdo de transesterificacdo, fornecendo mais um subsidio para que o
mesmo seja considerado um potencial 6leo ndo alimenticio para producéo de biodiesel.

Com relagdo aos biodieseis, o biodiesel metilico de microalga apresentou um teor de &gua
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médio de 300 ppm (300 mg/kg), ou seja, 0,03% de agua em massa, enquanto que o biodiesel etilico
apresentou um teor de 4gua médio de 864 ppm, ou seja, 0,0864% de &4gua em massa. Segundo a
norma EN 1SO 12937 e ASTM D6304, ambas adotadas no Brasil como parametro de controle de
qualidade para o biodiesel, a concentragdo méxima aceitavel de &gua no biodiesel é 500 mg/kg.
Assim, apenas o0 biodiesel metilico apresentou-se dentro da norma. Provavelmente, devido a maior
dificuldade de separacdo entre a agua e o etanol, certa quantidade da agua utilizada na lavagem do
biodiesel etilico foi absorvida pelo mesmo, justificando a maior umidade encontrada. Assim, um
tempo maior de secagem e a destilacdo do biodiesel etilico podem contribuir para a diminui¢do do
teor de agua.

3.1 Propriedades fisicas: densidade e viscosidade

A densidade do dleo de microalga foi medida na faixa de temperatura de 20°C a 85°C e sua
variacdo com a temperatura esta mostrada na Figura 1, comparativamente com as densidades do 6leo
de soja, palma, girassol e milho medidos por Esteban et al. (2012).
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Figura 1 - Densidades do 6leo de microalgas e outros éleos vegetais comuns
A anélise da Figura 1 permite inferir que a densidade do éleo de microalga segue uma
dependéncia da temperatura muito proxima dos 6leos vegetais comuns, especialmente o 6leo de

palma, apresentando-se linearmente dependente da temperatura, decaindo com o aumento da
mesma.

A Figura 2 mostra que a viscosidade do 6leo de microalga pouco se difere dos 6leos
vegetais comuns, apresentando uma dependéncia da temperatura semelhante, de tal forma que a
viscosidade é diminuida com o aumento da temperatura. Assim, a semelhanca do comportamento
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da densidade e da viscosidade do 6leo de microalga com relacdo a temperatura, quando comprado
com 0leos vegetais comuns, sustenta a viabilidade o uso do mesmo para a producédo de biodiesel.
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Figura 2 - Viscosidade em funcédo da temperatura para o 6leo de microalga e diferentes 6leos vegetais

3.2 Propriedades fisicas: estabilidade oxidativa do 6leo e do biodiesel metilico

A estabilidade oxidativa do 6leo e o do biodiesel metilico puros de microalga foram analisadas
em triplicata apresentando um periodo de inducdo médio para o 6leo de microalgas de 6,50 horas com
um desvio padrdo de 0,09, e um Pl médio de 8,41 horas com um desvio padrdo de 0,26 para 0 Seu
biodiesel metilico. Esses resultados indicam que o biodiesel metilico apresentou-se dentro das normas
exigidas quanto a autoxidacdo uma vez que seu periodo de indu¢do médio foi superior a 6 horas. A
Tabela 3 apresenta uma comparacdo entre os Pl de biodieseis produzidos a partir de 0leos vegetais
convencionais com relacdo ao biodiesel metilico de microalga, utilizando-se a metodologia rancimat

sem a adi¢do de antixiodantes.

Tabela 3 - Periodo de inducéo (PI) para diferentes biodieseis

Biodiesel Alcool Reagente  PI (h) Referéncia
Microalga Metanol 8,41 Este trabalho
Soja Metanol 4,38 Valle et al. (2014)
Palma Metanol 7,20 Fattah et al. (2014)
Algodéo Metanol 3,00 Medeiros et al. (2014)
Milho Metanol 6,50 Serqueira et al. (2014)
Soja Etanol 5,37 Valle et al. (2014)
Algodao Etanol 4,80  Fernandes et al. (2012)
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Comparativamente com outros biodieseis metilicos, a Tabela 3 indica que o biodiesel metilico
de microalga é substancialmente mais estavel quanto a oxidacao. Percebe-se também que o biodiesel
etilico é mais estavel quanto a autoxidacdo do que o biodiesel metilico (veja o biodiesel de soja na
Tabela 3). Assim, espera-se que, para o biodiesel etilico de micoralga, o periodo de inducdo seja
relativamente maior do que o Pl para o biodiesel metilico.

4. Conclusao

A anélise das propriedades fisicas do 6leo e do respectivo biodiesel de microalga apresentados
neste trabalho, permite concluir que o 6leo de microalga apresenta-se como uma matéria prima
alternativa (ndo alimenticia) muito eficiente para a producdo de biodiesel, uma vez que suas
propriedades fisicas pouco se diferiram dos 6leos vegetais convencionais. Assim, superados alguns
problemas relacionados ao cultivo da microalga, pré-tratamento da biomassa, extracdo do seu 6leo e
purificacdo do biodiesel etilico produzido, as microalgas poderdo ser cultivadas para a producdo de
6leo para fins de biocombustiveis em larga escala com elevada viabilidade.
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