Microalgas na Producao de Biodiesel:
Extracdo e Composicao Lipidica

. * . . . . A .
Lucas Ferrari Granado Soares'”", Cristiane Mesquita da Silva Gorgdnio®,
Donato Aranda’

!Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho™ - Botucatu
2 Laboratério de Tecnologias Verdes, Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro
Autor correspondente: lucas_ferrari@hotmail.com

Resumo: O continuo aumento na emissdo de gases de efeito estufa cedeu espago para o uso de
biocombustiveis, devido a politicas que focam em combustiveis seguros, limpos e renovaveis. A
utilizacdo de microalgas para a producéo de biodiesel tem sido descrita como uma das mais promissoras
fontes de biomassa para biocombustiveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar a extracdo e o perfil
lipidico das microalgas Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana e Tetraselsim gracilis. As extrac0es
foram realizadas com os solventes clomoformio/metanol e éter de petroleo. O perfil lipidico foi analisado
em cromatografo gasoso apds transesterificacdo. O éter de petr6leo mostrou-se mais eficiente nas
extragdes, sendo o melhor resultado obtido na microalga D. tertiolecta com 19,52% de lipidio. A anélise
do perfil lipidico indicou um biodiesel estavel a oxidacao e viscosidade elevada.
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Abstract: The uninterrupted rise in emission of greenhouse gases open way to the use of biofuels, due to
politics that focus on fuel safe, clean and renewable. The use of microalgae for biodiesel production has
been described as one of the most promising sources of biomass for biofuels. The aim of this study was to
evaluate the extraction and lipid profile of the microalgae Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana and
Tetraselsim gracilis. The extractions were performed with solvents chloroform /methanol and petroleum
ether. The lipid profile was analyzed by gas chromatography after transesterification.The petroleum ether
showed more efficiency in the extraction, the best result obtained was in the microalgae D. tertiolecta
with 19.52% of lipid. The lipid profile analysis indicated a biodiesel stable to oxidation and elevated
viscosity.
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1. Introducao suas  caracteristicas nao  toxicas,
biodegradaveis e renovavel, uma vez

A emissao de gases do efeito
estufa (GEE) deve aumentar ainda mais
nos proximos anos, devido a ampla
demanda de energia nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Essa
energia ¢ derivada principalmente da
queima de combustiveis fosseis que
levam a profundos efeitos no
aquecimento global. Confirmando a
importancia da implementacdo do uso
de energias renovaveis e do sequestro
de carbono (Skjanes et al., 2007). O uso
de biocombustiveis liquidos no setor de
transporte aumentou rapidamente em
nivel mundial, dirigido pelas politicas
que focam combustiveis seguros,
limpos e livres da emissdao de GEE
(World Energy Outlook, 2007). O
biodiesel recebeu grande atencdo pelas

que seu uso proporciona beneficios
ambientais quando comparado ao diesel
de origem fossil. (Vicent et al., 2004).
Para a producdo de biodiesel
mundial, diversas fontes renovaveis
vém sendo escolhidas, incluindo 6leos
vegetais, gorduras animais e Oleos
usados. No Brasil as principais
matérias-primas usadas sdo soja e sebo.
No entanto, oleaginosas, como a soja,
necessitam de grande quantidade de
energia e area cultivada para a produgao
suficiente de 6leo. Da mesma forma, a
gordura animal precisa de alimentacgdo e
area para criacdo destes animais. Nesse
sentido, microorganismos tém sido
freqiientemente considerados para a
producao de 6leos e gorduras como uma



alternativa a origem agricola e animal
(Meng et al.,2008).

Microalgas sdo seres
fotossintetizantes ubiquos em sistemas
aquaticos, envolvendo enorme

diversidade de formas e fungles
ecologicas, sendo também aproveitadas
em atividades econémicas (Campos et
al., 2010). A utilizagdo de microalgas
para a producdo de biodiesel tem sido
descrita como uma das mais
promissoras fontes de biomassa, com
potencial para cumprir as metas de
substitui¢do do diesel de petrdleo, sem
interferir em terra aravel adequada para
a produgdo de alimentos (Lee et al,
2010). Estas destacam-se por serem
fontes continuas e rapidas de oleo, que
pode ultrapassar em dez vezes a
producdo das oleaginosas (Schenk et
al., 2008), crescem em meio aquoso,
porém, necessitam de menos agua do
que a agricultura, podem ser cultivadas
em agua de reuso, salobra e em 4areas
ndo cultivaveis para alimentos. O
cultivo de microalgas contribui para o
sequestro de carbono (1 kg de biomassa
seca de microalga utiliza 1,83 kg de
CO;) e nao utiliza pesticidas nem
herbicidas. Os subprodutos apds a
extragdo de oOleo podem ser usados
como alimento, fertilizantes (Brennan et
al., 2009) ou na industria farmacéutica
(D'Oca et al., 2008).

Os principais processos
envolvidos na producdao de biodiesel
utilizando microalgas sdo o cultivo, a
extracdo e a transesterificagdo dos
lipideos (Lee et al., 2010). O cultivo
pode influenciar na producdo de
lipidios e é&cidos graxos por fatores
como intensidade luminosa, temperatura
e nutrientes (Costa et al., 2006). O custo
da matéria-prima do biodiesel a partir
de microalga ¢ de 60% a 75% do
produto final (Huang et al, 2010).
Logo, uma extracdo eficiente ¢
fundamental para a competitividade do
biocombustivel, uma vez que este
biodiesel ainda ndo ¢ comercializado

em larga escala devido ao alto custo de
produg¢do (Johnson et al, 2010). A
transesterificacdo consiste em reagir
triacilglicerideos com alcoois de cadeia
curta a fim de produzir ésteres
monoalquilico de 4acidos graxos de
cadeia longa, originando ésteres
metilicos de acidos graxos (FAMES) ou
¢ésteres etilicos de dacidos graxos
(FAEEs), conforme 4alcool utilizado
(Meng et al.,2008).

O objetivo deste trabalho ¢
avaliar a eficiéncia extrativa a partir de
solventes orgénicos, os lipideos totais e
o perfil de ésteres metilicos obtidos a
partir do o6leo extraido de trés espécies
de microalgas marinhas para a producao
de biodiesel.

2. Material e Métodos
2.1 Microalgas

Neste estudo foram utilizadas
trés espécies de microalgas marinhas
flageladas: Dunaliella tertiolecta
(Clorophyceae), Tetraselmis gracilis
(Prasinophyceae) e Isochrysis galbana
(Prymnesiophyceae). As microalgas
marinhas foram coletadas junto ao
projeto POMAR (IED-BIG) conveniado
a Petrobras, localizado em Angra dos
Reis (RJ), onde sdo cultivadas em
condigdes controladas de cultivo.

As microalgas foram cultivadas
em  garrafdes  transparentes  de
polipropileno com capacidade para 20L
em meio de cultivo Guillard / F2
modificado (Guillard, 1975), por 8 dias.
Estes foram mantidos em fotoperiodo
de 24h, com a utilizacdo de 4 lampadas
frias de 40 watts, temperatura de 20°C
(x 2°C) e aeracdo com ar comprimido
filtrado. O controle de pH do meio foi
mantido, em equilibrio de 7 a 8, com o
auxilio da solucéo de TRIS (2-amino-2-
{hidroximetil}-1-3-propanediol).



2.2 Determinacéo dos Lipidios Totais

Para  realizar a  analise
quantitativa de lipideos foram utilizados
0,5g de células, em peso seco, das trés
microalgas, em triplicata. A massa de
amostra utilizada na analise foi
estimada a partir da massa seca de
células, obtida a partir de filtracdo a
vacuo. Para a extracdo dos lipideos
totais usou-se dois métodos, (a)
cloroférmio/metanol e (b) éter de
petréleo constituido de duas etapas,
extracdo de lipideos totais e remocéo de
sais. O teor de lipideos foi determinado
por gravimetria.

2.2.1 Extracdo de lipideos totais

(a) Foram adicionados a amostra 40mL
de solucéo (2:1) de cloroférmio/metanol
(Folch, et al. 1956), ambos da marca
Tedia. Os tubos fechados foram
agitados em vortex a 1400rpm por
20min, deixados em repouso durante 30
min e submetidos a nova agitacao por
20min. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 3000rpm por 15
minutos & temperatura ambiente. Apos
centrifugacdo, foi recolhida a fase
liguida da amostra que foi levado a
estufa a 40°C para evaporacdo dos
solventes.

(b) Foi usado o método de extracdo por
Soxhlet (Figura 1), segundo Instituto
Adolfo Lutz, 2005. A amostra foi
colocada em cartucho de celulose e este
em extrator de Soxhlet com 200mL de
éter de petroleo, da marca Vetec,
acoplado acima a um condensador tipo
bola e abaixo a um baldo de fundo chato
de 250mL. O experimento foi mantido
sob aquecimento continuo em placa de
aquecimento da marca Fisaton, durante
6 horas. Apds o tempo de extracdo, o
éter foi recuperado por destilacdo
simples, até restar no baldo um volume
proximo de 10mL.

Figura 1 — Extracdo por Soxhlet

2.2.2 Remocao de Sais

(@ A amostra foi adicionado uma
mistura de agua destilada:hexano (1:1).
A amostra foi agitada vigorosamente e
submetida & nova centrifugacao
(3000rpm/15min) para assegurar a
remocdo do sal e de outros residuos. Da
amostra, com duas fases, foi recolhida a
fase superior que foi colocada, com o
auxilio de uma pipeta automatica, em
béquer, que foi pesado até peso
constante. O quantitativo lipidico foi
estimado por andlise gravimétrica,
relacionando a massa seca de células
com a massa seca de lipideos obtida.

(b) O volume restante no balao foi
alocado em tubo de centrifuga. O balao
foi rinsado com 10mL de éter de
petroleo (SmL de cada vez) a fim de
evitar perdas. Ao tubo de centrifuga foi
adicionado 10mL de &4gua destilada.
Apos a separagdo total das fases, a fase
superior foi recolhida, com o auxilio de
uma pipeta automadtica, colocado em um
béquer e entdo em estufa a 105°C e
pesado até peso constante. Em seguida,
adicionou-se uma mistura (1:1) de agua
destilada:hexano que foi agitada
vigorosamente para asseqgurar a



remocao do sal e de outros residuos. Da
amostra, com duas fases, foi recolhida a
fase superior que foi colocada, com o
auxilio de uma pipeta automaética, em
béquer, que foi pesado até peso
constante. O quantitativo lipidico foi
estimado por analise gravimétrica,
relacionando a massa seca de células
com a massa seca de lipideos obtida.

2.3 Transesterificacao

Os lipideos obtidos foram
submetidos a reacdo de metandlise,
conforme metodologia descrita por
YOO et al. (2010) com modificagoes.

Primeiro  foi realizado a
saponificagio com 1mL de solucdo
saturada de KOH-CH3;OH (potassa
alcoolica) a 75° por 10minutos em
Banho Maria Nova Etica. Em seguida
os lipideos foram submetidos a
metanolise com 2mL de metanol com
5% de HCL a 75°C por 10 minutos.
Estas etapas foram realizadas em frasco
fechado para evitar evaporacdo. A fase
contendo os acidos graxos foi separada
com a adicdo de 2mL de agua destilada
e 2mL de hexano P.A.. A fase superior,
de hexano, foi recolhida com pipeta
automatica e transferida para frascos de
vidro que foram colocados em estufa a
60°C para a evaporagdo do solvente e
concentragcdo da amostra.

2.4 Perfil de Esteres Metilicos

Para realizar a analise do perfil
lipidico foi adicionado 300uL de
Heptano P.A. as amostras que foram
agitadas manualmente até
homogeneizacdo e em seguida eluidas
em cromatografo gasoso (CG).

As analises foram realizadas em
CG da marca Shimadzu, modelo 2014,
com injetor Split a 250°C com fluxo de
ImL/min, detector FID a 250°C e forno
a temperatura isotérmica de 200°C. Foi
utilizada coluna capilar Carbowax 20M,
da marca Quadrex, com fase

estacionaria de polietilenoglicol e
dimensdes de 30m x 0,32mm x 0,25um.
Os acidos graxos foram
identificados por comparagcdo com
amostra padrdo e o perfil foi
determinado pelas areas integradas para
cada pico. Todas as analises foram
realizadas em duplicata de
transesterificacdes distintas.

3. Resultados e Discussao

A tabela 1 mostra os resultados
obtidos nas extrag0es das microalgas
Dunaliella tertiolecta, Isochrysis
galbana, Tetraselmis gracilis pelos
métodos (a) cloroférmio/metanol e (b)
éter de petroleo. A extracdo pelo
método (b) foi mais eficiente, no
entanto, obteve 0 maior desvio padrdo.
O melhor resultado foi obtido na
extracdo da microalga D. tertiolecta por
éter de petréleo com a média de 19,52%
de lipideo, préxima a quantidade média
de lipideos da soja (19,00%) (Jokic™ et
al.,2010).

Tabela 1 - Percentual de lipideos totais
nas microalgas Dunaliella tertiolecta,
Isochrysis galbana, Tetraselmis gracilis
pelos métodos de extracdo (a) e (b).

Espécies % Lipideos (DP)

Método (a)  Método (b)

D. tertiolecta 11,91 (x1,48) 19,52 (x12,42)
I. galbana 12,55 (+3,93) 13,14 (+8,63)

T. gracilis 6,13 (1,090 9,07 (+2,57)

Métodos (a) - Extragdo pelo método (a)
cloroférmio/metanol; Método (b) - Extragdo pelo método
(b) éter de petréleo; DP = Desvio padrdo

O solvente éter de petréleo
mostrou-se com maior afinidade aos
lipideos presentes nas microalgas
estudadas quando comparado a mistura
de solventes cloroférmio/metanol, pois
obteve a maior média de extragdo em
todas as espécies. Entretanto, a
eficiéncia é questiondvel  quanto



, "0peIofIap BN - AN ‘0BJped 01ASad - (¥) ‘5002 18 39 ABIAl - '800€ ‘S3BIO0N -, ‘000T “|e
18 elRlURD|Y - | 109]9118d 8p 4819 (q) opolgw ofad ogdenxd - (q) ‘jourlsw/o1uLI0010]0 (B) opolgw ojad ogdeix3 - (e) :sij1oe.b siwiesesns] - 'edb ‘1 ‘eueqeb sisA1yoos| -'[eb | ‘ejosjonJsl efjaieung - 481 'q

100
€00
1T°0
A0
92'0
€0'8
67'6€
ov'y
92'0
98'SY
88°0
L¥'0

ceuwled

€00
€20
ZAY
vZ'0
06't
98Ty
95'9¢
GT'6
690
80°GT

660

,008S

L0°0
ZAY
8T'0
YA
G9'g
08'GS
S9'v¢C
A
L0°0
9v'0T

90°0

elos

(80'T%) 29'T
(#0'0F) S2'0
(¥G'7F) 0T'L
(2z'0¥) 88'0
(62°0F) 670
(L2'0F) €£'C
(68'6F) 92'2€
(#0'2¥) LE'E
(0z'8¥) 2L'6
(SG‘TT¥) £T'6E
(¥G'TF) ST'C
(LT'0%) 0Z'0
() &b L

(T0'0F) £0°0
(50°0F) 05'T
(500F) S0y
(T0'0¥) 9€'0
(¥0‘07F) 28'v
(00'0F) 0L'T
(09°0F) v6'c
(TZ'0¥) 06'T
(50'0F) 26'0T
(62'0%) ¢5'6¢
(#0'0F) T9'0
an

(e) eub "1

(80°0F) 62'0
(20'0F) 90'C
(55'0%) 80'T
(210F) S£'0
(0T°0F) 82'0
(16'TF) 08'T
(00'9%) TL'22
(S00F) 66'T
(90'TF) 9.'L
(65'v¥) Gi'ze
(T2'v¥) 2T'6C
(00'0%) 0T'0
(@) 'reb '

ewiad-serigren

(¥0'0F) LE'0
(80°0F) €£'C
(TT'0F) 670
(20'0F) 650
(20'0¥) 89'0
(€0'0F) S'T
(ev'0¥) vT'L€
(20'0¥) 69'T
(0T'0F) 8¢'8
(09'0F) €9'cC
(¥2'0¥) L6'2C
(20'0F) £0'0
(e) 1eb |

(¥8'0%) TT'T
(69'TF) ¥€'T
(TO'TF) 9'y
(T0'0¥) 80°0
(87'0F) €T'T
(EL'TF) o'y
(T0'e¥) 66'ct
(LT'0¥7) 86'T
(8v'1¥) S0'8
(62'07) 18'TE
(L2'07) 60
(TT'T%) S6'0
)L Ne

(T0‘'0%) €00
(T0'0F) S0°0
(T0'0F) 95'€
(20'0F) ¥2'0
(950F) €0y
(cv'0F) 98'C
(¢T'0¥) 6¥'9v
(0T'0¥) 56'T
(29'0%) 6v'2T
(¥8'0%) L5'L¢
(T0'0F) 60
an

(e) 421 °Q

1:¢¢d
0:¢¢O
1020
0:0¢0
€810
¢-810
1810
0810
T:910
0:910
0:¥10
0-¢T1O

SeTEIN
599153

"SIRIDIBWOD SI8salpolq ap o ()
3 (e) ordeuixe ap sopolsw sojad sij1oelb siwjeseda] ‘eueqjeb sisA1ydos| ‘e129]0111a] B||aljeun sebjeotoiw sep od1pidi| [1I1ad - Z elegel



levando em consideracdo o tempo e
energia gastos, maior na extragdo por
Soxhlet (Jiménez et al., 2009).

O alto valor do desvio padréo
encontrado nas extracfes pelo método
(b), principalmente D. tertiolecta
(x12,42) e I. galbana(+8,63), deve-se a
presenca de sal e possivel detrimento de
contato do solvente com a amostra. Na
extragdo por Soxhlet a amostra
encontra-se alocada em um cartucho
onde é percolada pelo solvente (Figura
1). A amostra é composta em média por
95% de sal, que pode se aglomerar e
prejudicar o contado do solvente com a
microalga, logo, a extracdo de lipideos.
Mesmo o método(a), onde ha agitacdo e
maior contato do solvente com a
amostra, a grande quantidade de sal
pode prejudicar a extracdo, como
observado em I. galbana (+3,93). No
entanto, a extracdo (a) mostrou
resultados com o menor desvio padréo
em todas as espécies.

A tabela 2 mostra o perfil dos
ésteres metilicos obtidos das microalgas
estudadas e o de biodieseis comercias.
Os ésteres mais abundantes foram
C18:1, C16:0 e C16:1, respectivamente,
porém a composicdo pode variar
dependendo da fase em que a microalga
foi coletada devido a seus processos
metabolicos (Harwood et al., 2009).
Dentre o0s biodieseis comerciais o0
biodiesel de microalga se aproxima
mais do biodiesel ao biodiesel de palma.

O método (a) mostrou-se mais
eficiente na extracdo dos Oleos que
compde os ésteres C16:1, C18:1 e
C18:3. Para os ésteres C12:0, C14:0,
16:0, 18:0, 18:2 e 20:1 o método (b)
obteve um melhor resultado. Os outros
ésteres (C20:0, 22:0 e 22:1) variaram
conforme a espécie de microalga.

O biodiesel das microalgas
estudadas mostra-se bastante estavel. A
grande quantidade  de  ésteres
monoinsaturados (C18:1 e C16:1)
oferecem ao biodiesel uma maior
estabilidade a oxidacdo (Teixeira,

2006). Atualmente, empresas
produtoras de biodiesel, principalmente
de soja, adicionam biodiesel de sebo a
fim de evitar a oxidacdo devido a
grande quantidade de insaturacfes
presentes no biodiesel de soja
(Westbrook, 2010). Com a quantidade
significativa de saturados presentes no
biodiesel destas espécies de microalgas
a adicdo de aditivos ndo seria
necessaria.

Ji o alto valor de ésteres
saturados (C16:0) proporciona ao
produto final uma maior viscosidade
(Hu et al, 2008). Segundo Teixeira
(2006), que estudou biodiesel a partir da
microalga Chlorella protothecoides,
embora o biodiesel desta microalga seja
mais viscoso que 0s biodieseis
comerciais ainda encontra-se dentro do
padrdo exigido pela ANP (Agéncia
Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis) nesta andlise
laboratorial.

4. Conclusao

A extracdo pelo método (b) éter
de petroleo foi mais eficiente, quando
ndo levado em consideracdo o tempo e
energia gastos no processo. O melhor
resultado obtido foi da extracdo pelo
método (b) da microalga Dunaliella
tertiolecta com média de 19,52% de
lipideo. Para um biocombustivel mais
estavel a oxidacdo, o método (a) poderia
ser empregado, devido a sua
caracteristica de extrair mais acidos
graxos monoinsaturados (C16:1 e 18:1),
abundantes nas microalgas estudadas.
Uma vez que a finalidade seja um
biocombustivel com viscosidade
elevada deve empregar o método (b),
mais eficiente na extracdo de A&cidos
graxos saturados, como o C16:0,
encontrado em grande quantidade nas
trés microalgas. O sal mostrou ser um
inconveniente a extracao, sugerimos em
trabalho  futuros utilizar amostras
desalinizadas. Supde-se, pela



composicao lipidica, que o biodiesel das
microalgas estudadas deverd possuir
alta estabilidade a oxidacdo e maior
viscosidade quando comparados a
biodieseis comerciais, com
caracteristicas proximas ao biodiesel de
palma.
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