| Congresso Nacional de Engenharia de
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis

Il Workshop de Engenharia de Perrdleo
ESTUDO DE DOIS DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO DO OLEO
DA MICROALGA Scenedesmus accuminatus PARA PRODUCAO DE
BIODIESEL

Camila Camargo Garcia?; Julia Greco Ferreira Bragat; Kemely Bruna Zandonadi Ferriani

Branco?; Roberto Bianchini Derner?; Pedro Augusto Arroyo?.

! Universidade Estadual de Maringd, Departamento de Engenharia Quimica- camila-bio@Ilive.com
? Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Aquicultura- roberto.derner@ufsc.br

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar dois métodos diferentes de extracdo de
lipidios totais da microalga Scenedesmus accuminatus, visando a producéo de biodiesel.
Os métodos de extracdo testados foram o Bligh e Dyer e a extragdo sucessiva. Apos a
extracdo foi realizada a caracterizacdo do Oleo, determinando-se o indice de acidez e a
composicdo em acidos graxos. Verificou-se que a qualidade e a quantidade dos lipidios
totais extraidos dependem diretamente da polaridade do solvente utilizado. Deste modo, a
utilizacdo de solventes polares leva a uma extracdo preferencial de pigmentos,
glicolipidios e fosfolipidios, que podem influenciar de forma negativa a qualidade do
biodiesel. Portanto, o0 método de extracdo sucessiva, que utiliza solventes apolares, se
mostrou melhor, pois leva a uma maior extracao de lipideos neutros, que pode propiciar
uma qualidade superior do extrato para utilizagdo na producdo de biodiesel, além de
facilitar o processo de recuperacao do solvente.

Palavras chave: Scenedesmus accuminatus, extracdo de 0leo, composicdo em acidos
graxos, biodiesel.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de fontes
alternativas de energia vem ampliar as
opcOes da matriz energética mundial. Isto
se deve a inumeros fatores, dos quais se
pode destacar a insegurangca no
suprimento de combustiveis fosseis,
devido a conflitos bélicos e incertezas no
volume das reservas (McGINN et al.,
2011). Como alternativa potencial, que foi
incorporada na matriz energética mundial,
durante os Ultimos anos, estdo os
biocombustiveis, que sao produzidos a
partir de um amplo leque de opcdes, tais
como gordura animal, 6leos vegetais e
residuos agroindustriais (CHISTI, 2013).

A partir deste cenario, também, vem
sendo estudado o cultivo de microalgas
como fonte matéria-prima alternativa, para
a producéo de biocombustiveis de terceira

geracdo (CHISTI, 2007; SANCHEZ-SILVA
et al, 2013). Esta matéria prima €
utilizada em outras aplicagbes comerciais,
tais como alimentacdo humana, producao
de farmacos, cosméticos e alimentacdo
animal (MORAIS e COSTA, 2008).

O uso de microalgas na producao de
biocombustiveis deve-se a fatores tais
como alta produtividade e composicao
quimica, que possui proteina (6-52%),
carboidratos (5-23%) e lipideos (7-23%)
(SANCHEZ-SILVA et al, 2013). A
extracdo do material graxo da biomassa
microalgal visa a obtencao,
principalmente, de lipideos, o0s quais
podem ser classificados em lipideos totais
(pigmentos, fosfolipideos, glicolipideos e
lipideos neutros), brutos (lipideos neutros
e pigmentos) e neutros (triacilglicerideos,
acidos graxos livres, hidrocarbonetos,
esterdis, ésteres de esterdis e os alcoois
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livres) [BRIAN et al, 2011]. Cabe
ressaltar, a partir disso, que ainda h&a na
literatura uma controvérsia em relacéo a
classificagdo dos diferentes tipos de
lipideos.

Para a producdo de biodiesel, o
interesse maior esta na extragcdo dos
lipidios neutros [WAHLEN et al., 2011].
Entretanto, a maioria dos estudos sobre a
extragdo de Oleo de microalga néo
especificam os lipidios extraidos, o que é
de grande importancia, uma vez que cada
classe de lipideo tem uma finalidade de
aplicacdo diferente [BAUMGARTNER et
al., 2013].

Para a extracdo dos lipideos de
interesse pode-se utilizar diferentes tipos
de solventes, sendo estes organicos
apolares, como o0 hexano e cloroférmio,
ou polares, como o0 metanol, em
diferentes meétodos e condicbes de
extracdo. Segundo Im et al. (2014),
solventes com maior polaridade levam a
um maior rendimento em lipideos na
extracdo da biomassa algal.

Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar dois métodos
diferentes de extracdo de lipidios da
biomassa de microalga Scenedesmus
accuminatus, para a producado de
biodiesel.

2. METODOLOGIA

A  cultura de Scenedesmus
accuminatus foi desenvolvida em tanque
do tipo raceway, com volume de 10000 L,
empregando meio Bold’s Basal Medium -
BBM (25% da dosagem). O cultivo foi
mantido com agitacdo constante pelo
emprego de rotor de pas e borbulhamento
de ar atmosférico, sob condi¢cdes naturais
de iluminacdo e temperatura. Ao alcangar
500 mg/L, passados 10 dias de cultivo, as
células microalgais foram separadas por
centrifugacdo (centrifuga industrial, a
6.000 g). A biomassa foi seca em estufa,
com ventilagdo forcada, a 50 °C, por 24
horas.
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2.1 Extracéo do oleo

2.1.1 Método 1 — Bligh e Dyer

O método de extragdo proposto por
Bligh e Dyer [1959], adaptado por Chen et
al. [2012], foi utilizado neste trabalho.
Assim, foram utilizados 100 mg de
biomassa seca e 5 mL de solugao de
cloroférmio e metanol, na proporgédo 1:2
(v:v), em um tubo de ensaio. Em seguida,
o tubo foi aquecido a 65 °C, por 60
minutos. Logo apds, as amostras foram
centrifugadas a 948 rpm, por 5 minutos, e,
entdo, recolheu-se o sobrenadante, que
foi transferido para um tubo de ensaio
com tampa. Esse processo foi repetido
por trés vezes.

Ao tubo contendo o sobrenadante,
recolhido em todo processo de extragao,
foram adicionados cloroformio e solugéo
de cloreto de sodio a 1% até alcancar a
propor¢cao  final de 1:1:0,9 de
cloroférmio:metanol:solucéo de cloreto de
sédio. ApOGs a separacdo de fases da
amostra, a fase contendo os lipidios foi
cuidadosamente transferida para um novo
tubo de ensaio, previamente pesado (Pi),
e evaporado em estufa, a 60° C, ate
massa constante (Pf). A porcentagem de
lipidios totais foi determinada pela
diferenca de massa entre Pi e Pf.

2.1.2 Método 2 — Extracdo Sucessiva

O método de extracdo sucessiva foi
proposto por Baumgartner et al. [2013].
Para a realizacdo deste método foram
utilizados 1 g de biomassa e 10 mL de
hexano, em um tubo falcon. O tubo foi,
entdo, aquecido em banho, sob agitacao
constante, por 30 minutos, a uma
temperatura de 60 °C. Apds esse periodo,
a amostra foi centrifugada a 4000 rpm,
por 5 minutos, e o sobrenadante foi
recolhido em baldo de fundo chato de
massa previamente conhecida (P1). Ao
tubo contendo o residuo da biomassa
foram adicionados mais 10 mL de hexano,
sendo o tubo levado novamente ao
banho, por mais 30 minutos, e, entao,
centrifugado. Todo o processo foi repetido
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por seis vezes. Ao término da extracdo o
solvente foi recuperado em um
evaporador rotativo e o baldo, contendo
os lipidios, foi levado a estufa a 60 °C, até
massa constante (P2). A determinacéo do
teor de lipidios totais foi obtida a partir da
diferenca de massa entre P1 e P2.

2.2 Determinacéao de lipidios neutros.

Para determinar a quantidade real
de lipidios neutros extraidos é necessario
promover uma separacdo do extrato,
obtendo-se, assim, apenas os lipidios
neutros. A purificacdo dos lipidios pode
ser realizada por processo de adsorcao
seletiva em coluna de leito fixo. Desta
maneira, como alternativa, pode-se
passar 0 extrato contendo os lipidios
totais por uma coluna recheada com
carvao ativado (BRIAN et al., 2011).

Primeiramente, a matéria graxa
obtida anteriormente foi diluida em n-
hexano na propor¢cdo 1:50 (Mpjomassa seca:
MLn-hexano) € O leito foi recheado com
carvao ativado de osso animal granulado,
cedido pela empresa Bonechar Carvao do
Brasil LTDA. Utilizou-se uma coluna de
vidro de aproximadamente 30 cm de
altura, contendo 6 g de carvao ativado.

O solvente n-hexano, utilizado para
eluir o extrato pela coluna, foi recuperado
em um evaporador rotativo e os lipideos
neutros obtidos foram secos em estufa a
60 °C, para a completa remocao do
solvente.

2.3 Caracterizacao do o6leo

2.3.1 indice de acidez

O indice de acidez do 6leo (IA) de
microalga foi definido como a quantidade
em mg de hidroxido de potassio
necessario para neutralizar os acidos
graxos livres em 1 grama de Oleo,
conforme proposto por Instituto Adolfo
Lutz [1985]. Para aplicagdo deste método,
inicialmente, foi pesada a amostra de 6leo
de microalga extraido conforme
procedimento descrito anteriormente, em
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um erlenmeyer, adicionando-se 25 mL de
uma solucdo de éter:alcool, na proporcéo
2:1. Logo apos, foram adicionadas duas
gotas de fenolftaleina 1%. Realizou-se a
titulacdo com solucdo de hidroxido de
sédio 0,1 mol/L até coloracdo rosea. O
indice de acidez foi determinado por meio
da relacao:

V x f x 0,0561

A = (mgKOH / g) [1]

sendo: V o volume de solucdo de NaOH
0,1 m/L gasto na titulagdo em mL; f o fator
de correcao da solucdo NaOH 0,1 m/L; e
Po a massa do 6leo utilizada na analise,
em g.

2.3.2 Determinacgédo da composigao em
acidos graxos

Para a analise da composicdo em
acidos graxos do oOleo de microalga
extraido foi, primeiramente, necessario
realizar a derivatizacdo da amostra
(VISENTAINER et al.,, 2012). Assim, a
escolha do método de esterificacdo de
lipidios (derivatizacdo) de Hartmann e
Lago [1973], descrita a baixo, foi a melhor
opcdo, devido ao indice de acidez
elevado do oleo da microalga. Para a
aplicacdo do método, pesaram-se 30 mg
de amostra de o6leo, em um tubo de
ensaio. Adicionaram-se 4 mL de solucao
0,5 mol/L de NaOH em metanol. Fechou-
se bem o tubo de ensaio, o qual foi
aguecido em banho de agua em ebulicao,
até dissolver os globulos de 6leo e a
solucéo tornar-se transparente. Esfriou-se
o tubo de ensaio em &agua corrente e
adicionaram-se 5 mL do reagente
esterificante  (metanol). O tubo foi
novamente aquecido em banho, sendo
adicionados 4 mL da solugao saturada de
cloreto de sédio. Agitou vigorosamente o
tubo, por 30 segundos, e apos
adicionaram-se 5 mL do solvente (n-
heptano). O tubo foi novamente agitado
por mais 30 segundos. Deixou-se o tubo
em repouso, por aproximadamente 90
minutos, na geladeira. O sobrenadante foi
utilizado para analise da composi¢cao do
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Oleo por cromatografia em fase gasosa,
utilizando-se um Cromatdgrafo Varian,
modelo CP-3800, com detector de
ionizagao de chama (DIC), contendo uma
coluna capilar especifica para separacao
de acidos graxos BP- X70 — SGE de 30 m
x 0,25 mm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O indice de acidez obtido foi de
7,84 mg KOH/g, indicando que o melhor
processo para producdo de ésteres a
partir desta matéria prima é a via acida.
De fato, segundo Sharma et al. [2008], a
transesterificacdo de amostras com indice
de acidez superior a 2,0 mg KOH/g deve
ser realizada utilizando catalisadores
acidos, evitando, assim, pré-tratamentos
para a diminuicdo da acidez.

Com a utilizacdo do método 1 (Bligh
e Dyer), o teor de lipidios totais obtidos foi
de 19,76%, valor este inferior ao obtido
por Chen et al. [2012], que foi de 34,34%.

O teor de lipidios totais obtido pela
utiizagdo do método 2 (extracdo
sucessiva) foi de 14,35%. Este valor é
superior ao obtido por Baimgartner et al.
[2013] e por Branco [2013], que obtiveram
valores de 5,14% e 9,68%,
respectivamente, para a microalga
Scenedesmus accuminatus.

Acredita-se que a diferenca no teor
de lipidios totais encontrada ocorreu por
variagbes no meétodo de cultivo das
microalgas. Também, a diferenca no teor
de lipidios totais extraidos pode ter
ocorrido devido a caracteristica dos
solventes utilizados. Os solventes polares
(metanol) e apolares (cloroférmio), como
0s utilizados no método 1, extraem da
biomassa tanto os lipidios neutros, que
sao componentes ligados
covalentemente, quanto os lipidios
polares, que sao componentes que estao
ligados por forcas eletrostaticas e pontes
de hidrogénio.

O uso do solvente apolar (hexano),
utilizado no método 2, extrai da biomassa
apenas os componentes que fazem parte
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da classe dos lipidios neutros, ou seja, 0s
triacilglicerideos, é&cidos graxos livres,
hidrocarbonetos, esterois, os ésteres de
esterdis e os alcoois livres [WAHLEN et
al., 2011].

De fato, a quantidade de lipideos
neutros obtidos com a utlizacdo do
método 2 (6,02 %) foi significativamente
maior do que a obtida com a utilizacdo do
método 1 (3,44 %).

Logo, a eficiéncia de extracdo das
diferentes classes de lipidios depende
diretamente da polaridade do solvente
utilizado.

A tabela 1 apresenta a composicéo
em acidos graxos obtida utilizando os dois
meétodos de extracdo de lipideos.

Tabela 1- Composicao em acidos graxos
obtida por cromatografia em fase gasosa.

—— Método 1 Método 2
Graxo

C8:0 0,00 0,63
C10:.0 1,26 1,34
C11.0 0,53 0,00
C14.0 0,88 0,57
C15:.0 0,55 0,00
Ci15:1 1,77 0,00
C16:0 14,26 11,36
Cl6:1 1,60 1,088
C17:.0 0,66 0,00
Cl7:1 0,76 4,25
C18:0 1,29 0,74
Ci18:1 9,09 9,25
C18:2 4,49 5,21
C18:3 57,23 56,07
C20:0 0,00 2,11
C20:1 2,29 0,00
C20:3 0,00 2,29
C21.0 1,16 1,62
C20:4 0,55 0,00
C20:3 0,00 0,77
C22:1 0,00 2,64
C24.0 0,99 0,00
C24:1 0,57 0,00
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A partir das composicoes
apresentadas na tabela 1, pode-se
verificar que houve predominéancia de
acidos graxos insaturados com a
utilizacdo dos dois métodos de extracao,
entre 0s quais o C18:3 (acido linolénico)
se destacou.

Os dois métodos extrairam, em
maiores proporcdes, oS mesmos acidos
graxos, quais sejam: C18:3; C18:1; e
C16:0. Assim, na extragcdo com o método
1 obtiveram-se o0s seguintes teores: C18:3
(57,23); C18:1 (9,09%); e C16:0 (14,26%).
Na extracdo com o método 2 obtiveram-
se 0s seguintes teores: C18:3 (56,07%),
C18:1 (9,25%) e C16:0 (11,36%).
Também, pode-se notar que os acidos
graxos menores do C16 sao
predominantemente saturados, sendo de
~5% para 0 método 1 e de ~2,5% para o
meétodo 2. Por outro lado, o teor de acidos
graxos com cadeia longa (>C20) foi maior
para 0 método 2 (~9,4%), com
predominéancia de poli-insaturados (5,7%)
e ~3,7% de saturados, em relacdo ao
método 1 (~5,6%), com ~2,2% de
saturados e ~2,9% de monoinsaturados.

Na tabela 2, de maneira geral, pode-
se observar que a maior parte dos acidos
graxos presentes no 6leo da microalga

Scenedesmus  accuminatus €& de
insaturados (~80%), com ampla
predominéancia de poli-insaturados
(~63%).

Tabela 2- Composicao em acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados.

Composicéao (%)
Método 1 Método 2

Acidos graxos

Saturados 21,60 18,39
Monoinsaturados 16,10 17,24
Poli-insaturados 62,30 64,37

Baumgartner et al. [2013] obtiveram
0S seguintes resultados para a mesma
microalga: 33,18% de acidos graxos
saturados, 26,22% de monoinsaturados e
40,60% de poli-insaturados. Branco
[2013] obteve 33,62% de acidos graxos
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saturados, 43,93% monoinsaturados e
22,45% de poli-insaturados, enquanto que
Nascimento et al. [2013] obtiveram
70,83% de acidos graxos saturados,
21,71% de monoinsaturados e 7,46% de
poli-insaturados. Assim, os valores
apresentados na tabela 2 sédo diferentes
dos encontrados na literatura. Acredita-se
que essa diferenca de composicao se
deva ao fato das microalgas serem
cultivadas em condicdes diferentes.

Segundo Nascimento et al. [2013], a
composicdo em acidos graxos e o
contetdo lipidico estdo relacionados
diretamente com a qualidade do biodiesel.
A insaturacdo dos 4cidos graxos
influencia as caracteristicas e qualidade
do biodiesel, tais como nimero de cetano,
saponificacdo, viscosidade e ponto de
entupimento de filtro a frio. Deste modo, o
alto teor de acidos graxos poli-insaturados
obtidos para a microalga Scenedesmus
accuminatus traz grandes vantagens para
a propriedade ponto de entupimento do
filtro a frio, devido ao ponto de fusdo dos
acidos graxos saturados ser maior que
dos &cidos graxos poli-insaturados. Com
isso, 0 biodiesel rico em acidos graxos
saturados, quando resfriados sédo os
primeiros a precipitar tornando esse
biodiesel inadequado para regides de
clima frio [NASCIMENTO et al., 2013].
Isto ndo ocorreria com o biodiesel
produzido a partir do 6leo de microalga.

Entretanto, a presenca de &cidos
graxos poli-insaturados pode reduzir a
estabilidade oxidativa, gerando uma
reducao no tempo de armazenamento em
tanques. A presenca de &cidos graxos
menores que C11 afeta positivamente a
viscosidade e a contra ponto
negativamente o ponto de fulgor. Por
outro lado, a presenca de acidos graxos
de cadeia longa, maiores que C20,
melhora o ponto de fulgor e afeta
negativamente a viscosidade.

Ramos et al. [2009] afirmam que a
composicao em acidos graxos
encontrados nas microalgas
Scenedesmus accuminatus é semelhante
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aos principais acidos graxos encontrados
na matéria prima classica 6leo de soja
predominantemente utilizada no Brasil
para a producdo de biodiesel. Desta
forma, o presente estudo mostra que €
possivel extrair Oleo de microalga
Scenedesmus accuminatus, com
potencial para ser aplicado a producéo de
biodiesel, atendendo as normas vigentes
no pais. Além disso, a utilizagdo de um
unico tipo de solvente, conforme ocorre
na extracdo sucessiva, além de levar a
uma composicdo em acido graxos
atrativa, torna mais facil a recuperacao do
mesmo, reduzindo os custos de producéao.

4. CONCLUSOES

O teor de lipidios totais extraidos a
partir do método Bligh e Dyer foi superior
ao obtido a partir do método de extracao
sucessiva. Isto ocorre devido aos
solventes  utilizados neste  método
extrairem uma quantidade maior de
pigmentos, fosfolipidios e glicolipidios. No
entanto, o método de extracdo sucessiva
se mostra melhor, quando o objetivo
principal é a producdo de biodiesel, pois
leva a um teor de lipideos neutros (6leo)
muito mais alto. Também, a analise da
composicdo em &cidos graxos mostrou
gue o Oleo de microalga pode levar a
caracteristicas e propriedades que podem
atender as normas vigentes no Brasil,
indicando que esta € uma matéria prima
alternativa com grande potencial de
aplicacdo na producao de biocombustivel.

5. AGRADECIMENTOS

A Capes e ao CNPq pelo apoio
financeiro.
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