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RESUMO

A producao de microalgas para fins energéticos tem se tornado um caminho
alternativo a industria do petréleo por oferecer biocombustiveis renovaveis como o
biodlcool, bio-6leo e o biodiesel. Este ultimo é produzido através da reagdo de
transesterificacdo do material lipidico que em geral as microalgas produzem
naturalmente. Contudo, uma das grandes dificuldades na produg¢dao do biodiesel de
microalgas em grande escala é a auséncia de métodos eficientes e pouco onerosos para
extracdo de lipidios. Assim, o presente trabalho estudou a eficiéncia da oxida¢do da
parede celular da microalga do género chlamydomonas sp. com peréxido de hidrogénio
(H,03) na extracdo de lipidios, avaliando também os impactos na qualidade dos lipidios
extraidos. Percebendo que aumento da concentragdo de H,0, promove um aumento de
60% no rendimento lipidico, um indicativo da facilitacdo do rompimento da parede
celular, que foi comprovado pelo perfil termogravimétrico da biomassa residual e pela
mudanca do formato da célula por microscopia Optica. Porém, percebeu-se que os
parametros de qualidade diminuiram apés aplicacdo do método, provocando um aumento
dos indices de acidez e de perdxidos organicos, além de uma queda no indice de iodo.
Contudo, o perfil espectroscépico na regido de infravermelho do material lipidico extraido
com e sem acgao oxidante praticamente sdo idénticos, indicando que a diminuicdao dos
parametros de qualidade n3o afeta significantemente os principais grupos funcionais que
compde os extratos. O material lipidico obtido apds uso do método oxidativo foi
transesterificado, ou seja, convertido em biodiesel, atingindo conversdes a cima de 96%

comprovadas via andlise de cromatografia gasosa.

Palavras-chave: Oxidacdo da parede celular. Biodiesel de microalga. Pardametros de

qualidade



ABSTRACT

The production of microalgae for energy purposes has become an alternative route
to the oil industry by offering renewable biofuels such as bioethanol, bio-oil and biodiesel.
The biodiesel is produced by transesterification of the lipid material and in general cases
microalgae produce lipids naturally. However, one of the great difficulties in the
production of biodiesel from microalgae on a large scale is the lack of efficient methods
and inexpensive for lipid extraction. Thus, this paper studied the cell wall oxidation
efficiency of microalgae of the genus Chlamydomonas sp. with hydrogen peroxide (H,0,)
in the extraction of lipids, also assessing the impact on the quality of the extracted lipids.
The increase H,0;, concentration promotes an increase of 60% in lipid yield, indicative of
facilitating the disruption of the cell wall, which was proved by thermogravimetric profile
of residual biomass and the change of the cell by optical microscopy. However, it was
noted the quality parameters decreases after application of the method, generating
higher acid numbers and organic peroxides, besides a decrease in iodine content.
However, the spectroscopic profile in the infrared region of the lipid extracted material
with and without oxidizing action are almost identical, indicating that the decrease of the
quality parameters does not significantly affect the major functional groups belonging
extracts. The lipid material obtained after use of the oxidative method was completely
transesterified, that is, converted into biodiesel, reaching conversions above 96% proven

by gas chromatography analysis.

Keywords: cell wall oxidation. Biodiesel from microalgae. Quality Parameters
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1 INTRODUCAO

A atual dependéncia dos combustiveis fésseis e os danos ambientais de sua
exploragdo, produgao e queima, causam ao equilibrio do ciclo de carbono motiva a busca
por fontes energéticas alternativas, dentre estas, os biocombustiveis. Assim, microalgas
surgem como fonte energética promissora, pois captam gds carbdnico da atmosfera,
exigindo pequenas areas para cultivo com minimo impacto ambiental e a ndo competem

com cultura de plantas destinadas a industria alimenticia (CHISTI, 2008).

Devido as propriedades fotossintéticas, as microalgas sdao capazes de converter
energia solar em quimica armazenando-a principalmente na forma de carboidratos e,
posteriormente, em lipidios que podem ser transformados em biodiesel através de uma

reacdo de transesterificagao.

As potencialidades energéticas da microalga se dao em vdrias linhas de
investigacdo, a extracdo do conteudo intracelular lipidico para producdo de biodiesel via
reacdo de transesterificacdo/esterificacdo, fermentacdo de carboidratos presentes na
parede celular na producdo de biodlcool (SOUZA et al., 2012), producdo de biogds via
digestdo anaerdbica de biomassa (MOLINUEVO-SALCES et al., 2015), e ainda utilizacdo

residuos de biomassa para suplementar a alimentacdo animal ou fertilizar solos.

Na producdo de biodiesel de microalga é necessaria inicialmente a extra¢do do
material lipidico e para que isto ocorra com maior eficiéncia a parede celular (PC) deve-se
ser rompida, contudo a composi¢cdao quimica do material que forma a PC garante grande
resisténcia e alta impenetrabilidade que dificultam a extracdo de lipidios, assim a
literatura descreve iniumeros métodos fisicos que auxiliam a ruptura celular, como o uso
de ultrassom e radiacdo de micro-ondas, contudo requerem grande uso de energia, que

tornam oneram o processo extrativo (PRABAKARAN; RAVINDRAN, 2011).

Dentre os métodos quimicos para rompimento da PC, a oxidagdo com uso de

perdxido de hidrogénio apresenta custo minimizado e apresenta bons resultados ja que se
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mostrou capaz de elevar o rendimento lipidico em cerca de 60% para Chlorella sp.
(STERITI et al., 2014). Trata-se de um método limpo, ja que ndo promove a formagao de
residuos téxicos ou cancerigenos. Contudo, a principal desvantagem esta relacionada a
possivel perda de qualidade do material lipidico que, inevitavelmente, entrara em contato
com o agente oxidante, especialmente no caso dos acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
de ocorréncia natural, pois esses sao mais susceptiveis a oxidagao que os acidos graxos de
cadeias saturadas. Resultando, como consequéncia, na formacado de perdxidos organicos
que se decompdem rapidamente levando a produtos secundarios como aldeidos, cetonas,
acidos carboxilicos e polimeros indesejaveis, prejudicando a qualidade do extrato
(PULLEN; SAEED, 2012).

Dentre os géneros promissores a producdo de biodiesel estd a Chlamydomonas
gue vem se destacando por sua alta resisténcia as variagcdes nas condi¢cdes de cultivo,
como salinidade e contaminagdo bacteriana (AN et al., 2013) e ainda em comparacdo a
outras microalgas a Chlamydomonas apresenta altos indices de reproducdo celular com

alta taxa de producdo de lipideos transesterificdveis (NAKANISHI et al., 2014).

Neste sentido o grande objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo
sobre o efeito da variacdo da concentracao de perdxido de hidrogénio sobre a oxidacdo da
PC da Chlamydomonas, além de caracterizacdo de parametros de qualidade da fracdo

lipidica obtida focando em sua conversao em biodiesel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a eficiéncia do uso de perdxido de hidrogénio (H,0,) no rompimento

oxidativo da parede celular (PC) da microalga do género Chlamydomonas sp. utilizando

como método de rompimento celular para facilitar a extragdo lipideos apolares visando a

producdo de biodiesel.

2.1 Especificos

Avaliar o efeito da variacdo de concentracdo de perdxido de hidrogénio na
oxidagdao da PC sua influéncia nos rendimentos massicos da extragdao do
material lipidico (ML);

Quantificar na fracao lipidica os indices de perdxidos organicos (IPO), indice
de acidez (IA) e indice de iodo do ML apds os ensaios extrativos;

Analisar possiveis mudancas do perfil espectroscépico de FTIR do ML
extraido com rompimento da PC por acdo oxidante do perdxido de
hidrogénio;

Submeter o ML extraido com e sem rompimento oxidativo da parede
celular a reacdo de transesterificacdo e consecutiva obtencdo de biodiesel;
Comprovar eficiéncia do rompimento da PC via microscopia dptica e
termogravimetria da biomassa residual;

Avaliar possiveis mudancas do perfil lipidico do biodiesel sintetizado a
partir do material lipidico extraido (MLE) com e sem rompimento oxidativo

da parede celular.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Necessidade do uso de energia limpa e renovavel

A energia é vital para a sociedade industrializada atual. Em todo mundo, o petréleo
é um dos principais componentes da matriz energética utilizada, movimentando bilhdes
de ddlares por més na economia global, garantindo energia e o emprego direto e indireto
de muitos trabalhadores da drea. Contudo, o petréleo é potencialmente finito.
Atualmente, estima-se que sao consumidos 2 litros de petrdleo a cada litro descoberto, o
gue deve garantir suficiéncia para apenas mais 125 anos (RESERVES et al.,2016). Por este
motivo, muitos pesquisadores sugerem formas mais nobres de uso do petréleo em vez de
simplesmente queima-lo para fins energéticos tal como matéria-prima para fins sintéticos,
uma vez que esse é formado por uma complexa mistura de hidrocarbonetos de cadeias

diversas.

Outra grande problematica sobre o uso do petrdleo é o desequilibrio do ciclo do
carbono, pois na queima de seus derivados injeta-se gas carbOnico (CO;) extra na
atmosfera. Cerca de 75% das emissdes de CO, vem da queima de combustiveis fésseis e
cerca de 40% destas emissées sao para fins de producado de energia elétrica (CONINCK, DE
et al.,, 2009). O aumento do CO, atmosférico é danoso ao clima, pois promove a
intensificacdo do efeito estufa justamente com outros gases presente na atmosfera, como
vapor de agua e metano. O efeito estufa naturalmente garante a manutencao do calor na
Terra, sem ele o planeta teria uma média de temperatura préxima dos -15°C em vez dos
atuais 20°C, porém tem se registrado um aumento da temperatura global em torno de
0,85°C desde o inicio da revolucdo industrial e efeitos negativos ja foram percebidos,
como secas prolongadas, chuvas demasiadas, morte de espécies, como os corais marinhos
e o derretimento de calotas polares que causaram um aumento de 90 a 30m a superficie

dos oceanos (DONOHOE et al., 2014).

20



Uma alternativa para assegurar o desenvolvimento da sociedade sem agredir o
planeta é o uso de energia limpa e renovdvel. Neste cenario, o Brasil se destaca, pois é um
dos lideres mundiais no setor energético de matrizes limpas e renovaveis, com grande
destaque a grande produ¢dao e consumo do bioetanol (SOUZA et al., 2012) e a atual
inclusdo obrigatdria de 7% do biodiesel ao diesel de petréleo, além da energia elétrica de
origem renovavel, destacando a produgao hidroelétrica, que corresponde a cerca de 90%
toda producdo no pais. Contudo o Brasil tem muito potencial a ser explorado,

principalmente no setor edlico, solar e de biomassa (GUERRA et al., 2015).

3.2 Biodiesel

O biodiesel vem sendo estudado desde o inicio do século XIX sendo principal
processo de obtencdo, a transesterificacdo (JUNIOR; MARTINS, 2014). Atualmente, 95%
do biodiesel utilizado no mundo é produzido a partir de fontes de primeira geragdo, que
sdo 6leos comestiveis como algoddo, amendoim, milho, soja e girassol, que embora sejam
fontes renovaveis, preocupam a comunidade cientifica pela concorréncia gerada com o
mercado alimenticio e consecutivo aumento no custo de producdo do biodiesel e de
alimentos derivados de tais fontes (DEMIRBAS, 2011). Da segunda geracdo, destaca-se o
uso do 6leo de mamona, pinhdo manso (Jatropha curcas), 6leo residual doméstico e
industrial, além de gordura de origem animal. A grande problematica destas fontes estd
na baixa qualidade, o que deixa gap para o uso da terceira geracao de matérias-primas,
gue inclui as microalgas, prometendo estabelecer ao longo dos anos um alto fator custo-

beneficio (AHMAD et al., 2011).

O Brasil, segundo Junior, et al, 2011, é um dos poucos paises a utilizar mais que 5%
da matéria prima de segunda geracdao na producdo de biodiesel, se destacam o uso de
gordura bovina e o dleo de fritura residual , porém mais 80% do biodiesel ainda é

produzido a partir de dleo de soja, isto é, biodiesel de primeira geracdo (Figura 1).
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A Lei brasileira de Numero 11.097 de 13 de janeiro de 2005, conhecida como a “lei

III

do biodiesel” o define como “biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso
em motores a combustdo interna com ignicdo por compressdo ou, conforme
regulamento, para geragdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou

totalmente combustiveis de origem fdssil”.

Figura 1 - Matérias-primas na producao de biodiesel no Brasil em 2011

Oleo de Algoddo

Gordura Bovina 2,17%\
12,34%

M Oleo de Soja 83,26%

M Gordura Bovina 12,34%

M Oleo de Algodido 2,17%

M Outros Materiais Graxos 0,90%
M Oleo de Fritura Usado 0,90%

M Gordura de Porco 0,43%

Oleo de Soja i Gordura de Frango 0,01%
83,26%

Fonte: JUNIOR, 2011

A resolucao de Numero 14 de 11 de novembro de 2012 da ANP, em seu artigo
segundo e inciso primeiro define o biodiesel como “combustivel composto de alquil
ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da transesterificacdo e
ou/ esterificagdo de matérias graxas, de gorduras de origem vegetal ou animal, e que
atenda a especificacdo contida no Regulamento Técnico n? 4/2012, parte integrante desta

Resolucao”.

A reacdo de transesterificacdo, principal rota para obtencdo do biodiesel, consiste
na conversao de triésteres, também conhecidos como triglicerideos (Figura 2-1) em
ésteres de cadeias curtas (Figura 2-Ill) por meio da reacdo com um dlcool de cadeia
pequena (Figura 2-l1l) como metanol e etanol, liberando como subproduto o glicerol

(Figura 2-1V) como ilustra a reacdo na Figura 2.

22



Figura 2 - Reacdo global de transesterificacdo
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Fonte: FELIZARDO, 2011 (ADAPTADO)

O mecanismo da reagdo se baseia na suscetibilidade do ataque nucleofilico da
hidroxila alcodlica ao carbono carbonilico do triglicerideo (MENEGHETTI et al., 2013),
substituindo a cadeia de glicerol por grupo alquila, como ilustra o mecanismo reacional da
Figura 3. O triglicerideo, na etapa A, sofre um ataque do alcool de cadeia genérica R*em
azul, formando um intermediario tetraédrico, que rapidamente elimina a cadeia do

glicerol (etapa B) formando um éster alquilico.

Figura 3 - Mecanismo da reac¢ao de transesterificacao
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Fonte: MENEGHETTI, 2013 (ADAPTADO)
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0 perfil do triglicerideo depende da composicdo das cadeias R*, R? e R® presentes
na estrutura, o que varia bastante com a matéria-prima utilizada, desta maneira o
biodiesel formado serd uma mistura de ésteres e o seu perfil dependera das propriedades
fisicas e quimicas destas cadeias carbonicas. A reagao sob condi¢des brandas ocorre de
forma lenta e, portanto, deve ser catalisada por acidos, bases, enzimas ou compostos

inorganicos insoluveis (catalise heterogenia).

Outra reagdo para obtencdao do biodiesel é a reacdo de esterificagdo de acidos
graxos de cadeia R' (a) com alcodis de cadeia curta R? (b), formando os ésteres (c) e agua
(d), como ilustra a Figura 4. Os acidos graxos sdo acidos carboxilicos de 4 a 28 carbonos
que, em geral, se apresentam em numeros pares de carbono. Tais acidos sdo encontrados
naturalmente no material lipidico na forma de acidos graxos livres (AGL) e sdo obtidos
pela reacdo de hidrolise de triglicerideos (Figura 5), o que é uma reacao indesejavel na
matéria-prima destinada a producdao de biodiesel, pois elevam a acidez e promovem
reacOes secunddrias com catalisadores basicos, interferindo diretamente na eficacia
sintética, além de formar emulsdes que dificulta a separacao e purificacdo do biodiesel
obtido. Outro ponto negativo a reacdo de esterificagdo para obtencdo de biodiesel sdo as
condicdes operacionais que s3ao mais onerosas como pressdes elevadas e altas

temperaturas (SUAREZ et al., 2007).

Figura 4 - Reagao de esterificacao

H

0 O
1
/lk 1+ HO—R® == A /< 5 + \O—H
HO” R O—R

(a) (b) (c) (d)

Fonte: MENEGHETTI, 2013 (ADAPTADO)
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Figura 5 -Hidrdlise de triglicerideo
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Fonte: MENEGHETTI, 2013 (ADAPTADO)

3.3 Microalgas e biodiesel

As microalgas sdo seres microscépicos unicelulares e fotossintéticos presentes em
quase todos os tipos corpos aquaticos do planeta, capazes de se adaptar as mais diversas
condicbes, como variacdo brusca de temperatura e luz solar, elas se destacam também
pela grande capacidade de biofixar o carbono atmosférico contribuindo positivamente
para o ciclo do carbono e reducdo do efeito estufa, além da biofixacdo de nitrogénio em
bioprodutos de alto valor comercial que podem ser utilizados com fertilizantes de solos

(CHISTI, 2008).

As microalgas vém se destacando nas pesquisas académicas pelo seu alto potencial
como matriz energética limpa e renovavel para na producdo de bicombustiveis (AHMAD
et al., 2011), tais como, o biodiesel, sintetizado a partir dos lipideos microalgais; biodlcool,
obtido pela fermentacdo de carboidratos e o biogds, obtido pela sua digestdo anaerdbia
dos residuos de biomassa (KIM et al., 2013). A ideia de usar as microalgas para fins
energéticos ndo é nova, mas tem tomado forca principalmente pelas incertezas da
industria do petrdleo, além do apelo ambiental para a necessidade do uso de energia

limpa e renovavel (CHISTI, 2008). Dentre os principais combustiveis derivados das
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microalgas, o biodiesel € um dos mais estudados, cuja atual producdo o para fins

comerciais ‘e oriunda quase exclusivamente de fontes animais e vegetais.

O biodiesel de microalga se apresenta como um combustivel extremamente
promissor, pois em comparacdo as oleaginosas sdo capazes de fixar gas carbonico 10 a 50
vezes mais rdpido e consecutivamente terem uma produgao anual de éleo em média 100
vezes maior (CHISTI, 2008), isto se deve as pequenas areas necessarias ao cultivo (cerca de
300 vezes menor) aliado aos curtos ciclos de producao, em geral de 4 a 20 dias, isto é, 18 a
90 ciclos de cultivo por ano em contraposicdo a 1 a 4 ciclos anuais de oleaginosas. A
Tabela 1 faz uma comparacdo entre diversas matrizes de 6éleo com duas microalgas
genéricas “a” e “b” (que representam respectivamente microalgas que possuem 70 e 30%
de lipideos) e percebe-se que além de exigir uma area infinitamente menor que as plantas
oleaginosas, as microalgas sdo capazes de produzir maior quantidade de dleo.

Comparando a microalga “b” com a soja, calcula-se que a microalga consegue produzir

130 vezes mais 6leo, exigindo uma area 132 vezes menor.

Tabela 1 Comparacdo da producdo 6leo de microalga com vegetais

Cultivo Produgdo de 6leo (I/ha)  Area de cultivo necessaria (MHa)
Milho 172 1.540
Soja 446 594
Canola 1.190 223
Jatrofa 1.892 140
Coco 2.689 99
Palma 5.950 45
Microalga® 136.900 2
Microalga® 58.700 4,5

Microalga “a” com 70% (m/m) de lipideos
Microalga ”b” com 30% (m/m) de lipideos
Fonte (ADAPTADO), CHISTI, 2008
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3.4 Produgao e cultivo de microalgas

Existem basicamente dois principais métodos de cultivo, o indoor e outdoor. No
outdoor, que significa literalmente “ambiente aberto” as microalgas se desenvolvem
lagoas fotossintéticas, em destaque ao tipo raceway Pound (Figura 6-a), ja no indoor,
“ambiente fechado”, o cultivo ocorre principalmente em fotobiorreatores tubulares
(Figura 6-b). Existem muitas diferengas entre tais métodos e dependendo da finalidade do
cultivo uma técnica pode prevalecer sobre a outra, o outdoor se destaca pelo baixo o
custo operacional, sendo ideal para producdo em grande escala, j4 o indoor, todas
varidveis operacionais s3o minuciosamente controladas, desde temperatura,
luminosidade, pH, suplementacdo de gds carbdnico, nitrato e outros nutrientes, assim
apresenta menor risco de contaminacdo por bactérias e outras espécies de microalgas
invasoras, sendo em geral destinada para fins farmacéuticos, alimenticios e pesquisa

(RAWAT et al., 2013).

Figura 6 - Cultivo outdoor (a) e Indoor (b)

Fonte: RAWAT, et al., 2013
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3.5 Género Chlamydomonas sp.

Chlamydomonas sp. é um género microalgas que possuem flagelos em suas
células, cuja principal fungdo é assegurar pequena mobilidade em ambientes aquaticos,
caracteristica evolutiva ausente em outros géneros (REMACLE et al., 2014). As microalgas
deste género sao mais resistentes aos ataques bacterianos e a mudangas bruscas do meio
aquatico, sendo capazes de sobreviver em meio de alta salinidade, quatro vezes maior que
a do mar, além de se reproduzir em locais indspitos como o pdlo antdrtico onde as
temperaturas variam de 0 a -47 °C, além de pouca luminosidade e nutrientes (AN et al.,
2013). Além da alta adaptabilidade ao meio de cultivo, outro fator relevante no estudo do
género Chlamydomonas para producdo de biodiesel é o seu alto crescimento celular onde
em menos de sete dias de cultivo, se obtém uma colheita, além disto, é destacavel a sua
alta produtividade didria de lipideos, alcancando uma taxa de até 169,1mg de

lipideos/litro/dia (NAKANISHI et al., 2014).

Tabela 2 - Producdo diaria de lipideos contra tempo de cultivo de diversos géneros de

microalgas
Microalga Produgdo de Tempo de cultivo
lipideos (dias)

(mg/Litro/dia)

Chlamydomonas sp. 169.1 7
Chlorella sp. 143 8
Chlorella sorokiniana 86 8-10

Nannochloropsis sp. 37.6-61.0 14
Pavlova spp. 49.4-50.2 14
Ellipsoidion sp. 47.3 14
Phaeodactylum tricornutum 44.8 14
Isochrysis sp. 37.7-37.8 14
Tetraselmis sp. 27.0-43.4 14

Fonte: NAKANISHI (adaptado), 2013
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Quando a taxa de producgdo de lipideos e tempo de cultivo, sdéo comparados com a
de outras microalgas, conforme Tabela 2, percebe-se que o género estudado é capaz de
produzir maior quantidade de lipideos por dia e em tempo reduzido. Isto se deve
principalmente ao alto teor lipidico do género, possuindo valores entre 29 a 72% (m/m),
como aponta a Tabela 3, ficando abaixo, dentre as microalgas comparadas (Tabela 3),
apenas da espécie Botryococcus braunii e o género Schizochytrium sp. Assim, em reagao
ao teor lipidico, o género se apresenta como boa matriz para sintese do biodiesel (ICE-L et

al., 2013).

Tabela 3 Teor lipidico das principais microalgas

Microalga Teor de lipideos % (m/m)
Botryococcus braunii 25-75
Chlamydomonas sp. 29-72
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina 20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: CHISTI (adaptado), 2008
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O perfil lipidico do género Chlamydomonas sp. apresenta altos indices de acidos
graxos poliinsaturados (AGPI), tal como o acido alfa-linolénico (C18:3) e o
eicosapentaendico (C20:5) e acidos graxos saturados como o hexadecandico (C16:0) e o
araquidonico (C20:0) (NAKANISHI et al., 2014). Embora como semelhante ao que ocorre
em outras microalgas, o perfil lipidico da Chlamydomonas sp. é extremamente sensivel as
variagdes operacionais de cultivo, como temperatura, luz solar, salinidade, suplementagao
de gas carbonico, pH e principalmente nutrientes como nitrato. E possivel observar na
Tabela 4 a mudanga da composicao lipidica com a variagdao de concentragdes de cloreto

de sédio (NaCl) e gés carbonico (CO,) em cultivo fechado.

Tabela 4 - Composicao perfil lipidico da Chlamydomonas sp. cultivada em 7 dias sob
diferentes concentra¢des de CO, no meio

Perfil lipidico Concentragdo de CO, em (%)
C16:0 66,3 45,6 48,9 46,7
Cl6:1 0,0 1,2 0,0 0,0
C18:0 33,7 12,5 16,4 21,8
Cci8:1 0,0 18,5 16,1 13,2
C18:2 0,0 11,7 10,8 8,7
C18:3 0,0 10,4 7,3 9,4
Total lipideos saturados (%) 100 58,1 65,3 68,5

Total de lipideos monoinsaturados (%) 0,0 19,7 16,1 13,2
Total de lipideos poli-insaturados (%) 0,0 22,1 18,1 18,0

Fonte: NAKANISHI (adaptado), 2013
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3.6 Composicao da parede celular das microalgas

As microalgas, em geral, assim como as células vegetais, sdo revestidas trés

camadas, a lamela média, a parede celular e a membrana plasmatica, todas ilustradas na

Figura 7.

Figura 7 - Estrutura da parede celular de microalgas e vegetais
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Fonte: http://ies25abril.edu.gva.es (ADAPTADO), 2017

A primeira destas camadas é a lamela média, que é uma fina camada extracelular

constituida principalmente por pectina (KASHYAP et al., 2000) cuja principal funcdo é

tornar o meio mais gelatinoso, promovendo interacdes entre a célula e 4gua e interacoes

entre as proprias células (UENOJO; PASTORE, 2007). A Pectina trata-se de um

polissacarideo do metil-éster do acido galacturonico ligados entre si através de ligaces

glicosidicas alfa-1,4 ilustrado na Figura 8.

31



Figura 8 - Estrutura da Pectina
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Fonte: PASTORE (ADAPTADO), 2007

A segunda camada apds a lamela média é parede celular (PC) seguida da
membrana plasmdtica. As microalgas, em geral, possuem uma parede celular forte e
resistente, cuja principal funcdo é proteger o material citoplasmatico de extravasamentos
celulares, além atuar como escudo para ataques quimicos, fisicos e biolégicos. A PC é
composta de um mistura de materiais chamada de esporopolenina (PASSOS et al., 2016).
A composicao quimica da esporopolenina é divergente entre cada género e espécie de
microalga, mas em geral é formada por uma biomassa lignoceluldsica (GAI et al., 2015),
isto é, uma mistura de celulose, hemicelulose e lignina (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2014),
além de outras moléculas importantes que também sdo participam em menor quantidade
da composicdo, como as glicoproteinas que atuam como transportadoras de substancias
necessarias ao funcionamento da célula (PESCHKE et al., 2013).

A celulose é a molécula organica mais abundante do planeta terra que se
apresenta na forma de microfibras que revestem a parede celular que esta naturalmente
presente nas algas, vegetais, fungos e bactérias (OSULLIVAN, 1997). Trata-se de um
polissacarideo formado pela polimerizacdao da molécula de beta-glicose, apresentando
forma molecular (C¢H100s), € sua estrutura esta ilustrada na Figura 9. Paredes celulares de
origens distintas podem apresentar formas distintas de celulose, refletindo a
complexidade dos seres vivos e a vasto polimorfismo da celulose, apresentando estruturas
amorfas ou cristalinas que podem ou ndo serem interconvertidas entre si pela biossintese

deste polimero (OSULLIVAN, 1997).
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Figura 7 - Estrutura da celulose
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Fonte: OSULLIVAN (ADAPTADO), 1997

A lignina (ilustrada na Figura 10) é uma macromolécula derivada de unidade

fenilpropandides (unidades C9) que sdo repetidas de forma irregular e oriundas da

polimerizagdo desidrogenativa do dalcool coniferilico (OLIVEIRA et al., 2001). A lignina é a

segunda molécula organica em maior quantidade no planeta, perdendo apenas para a

celulose, ja que ambas sdao moléculas abundantes na composicao de células vegetais e de

microalgas possuindo um papel importante na parede celular, |he conferindo rigidez e

protecdo aos ataques microbianos (PASSOS et al., 2016).

Figura 8 - Estrutura da lignina
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A Hemicelulose (ou meia celulose) é um polissacarideo heterogénio e amorfo
formado pela polimerizacdo de hexoses como a glicose, manose e galactose com
hidroxilas substituidas por moléculas derivadas de acidos de acucar, além de aldopentoses
como a xilose e arabinose. (SAHA, 2003). O Xilano (estrutura ilustrada na Figura 11) é a
hemicelulose mais abundante na parede celular e assim como a celulose, sofre
polimorfismo, apresentando composicao distinta com as variagGes bioldgicas (SAHA,

2003).

Figura 9 - Estrutura do xilano
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Fonte: SAHA (ADAPTADO), 2003

3.7 Principais técnicas de rompimento da parede celular microalga para extragdao de
lipidios

A parede celular representa uma barreira para a extracdo, pois é necessario o seu
rompimento parcial ou total e é este o objetivo que em geral os métodos extrativos
possuem, contudo sdo poucos os métodos de baixo custo e que promovem alta eficiéncia
extrativa (KIRROLIA et al.,, 2013). Os métodos de rompimento celular se dividem em
métodos bioldgicos, quimicos e fisicos. A grande diferenca entre eles estd no de agente
utilizado para a agressao a parede celular. Nos métodos bioldgicos sdo utilizados seres

gue atuam na degradacao natural da PC, como tipos de bactérias, fungos e micro-
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organismos em geral, como no caso do fungo Saccobolus saccoboloides e sua atividade

enzimatica na degradacao de carboidratos, como a hemicelulose (DIORIO et al., 2003).

J4 nos métodos quimicos sao utilizados agentes que reagem com a parede celular
promovendo sua degradacdo total ou parcial, sdo exemplos, o uso de bases, acidos,
agentes oxidantes e enzimas, tais como as pectinases, celulases e hemicelulases, estas ja
bastante utilizadas na industria téxtil, industria de papel, alimentos e bebidas (UENOJO;
PASTORE, 2007). Em relagdo aos métodos fisicos sao aplicados perturbagdes mecanicas na
PC, como o uso de radiacdo microonda, ultravioleta, choque térmico, pressurizacao,
aplicagdo de tensao de cisalhamento ou sonicagdao e, mais recentemente, choque
osmotico, eletropermeabilizacdo e tratamento com lasers tem sido estudados (KIM et al.,
2013). Dentre tais métodos fisicos a radiagdo de micro-ondas é o mais eficiente,
conseguindo aumentar o rendimento extrativo em 225% comparado a sonicagdo (LEE et

al., 2010a) além de requerer 18% menos de energia (GULDHE et al., 2014a).

3.7.1 Oxidagdo da parede celular com uso de H,0,

O uso em baixa concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) nas extracdes é um
método quimico baseado no alto poder do H,0, em oxidar materiais organicos, em
especial no rompimento da parede celular de microalgas, que com auxilio de um solvente
organico é possivel aumentar os rendimentos lipidicos em mais de 60% (STERITI et al.,
2014) A grande vantagem do uso de peréxido de hidrogénio em baixas concentragdes é
sua adequacdo aos principios da quimica verde (GOTI et al., 2008), e isto fica evidente
guanto se compara o H,0, com outros agentes oxidantes em relagdo a quantidade de
oxigénio ativo e os residuos gerados na Tabela 5. Dentre os agentes oxidantes
comparados, o H,0, possui a segunda maior taxa de oxigénio ativo (oxigénio presente na
molecular que é capaz de oxidar outras substancias), ficando atrds apenas do gas oxigénio
(0,), porém s3do extremamente raras reacdes em que ambos atomos de oxigénio sdo

incorporados aos produtos de oxidacdo (SCHARBERT et al., 1995).
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Quando se compara a producdo de residuos dos agentes oxidantes, apenas o
perdxido de hidrogénio, ozonio e o gds oxigénio sdao capazes de gerar residuos verdes, ou
seja, totalmente inertes ao meio ambiente, ao contrario do outros agentes oxidantes que
promovem a formacgdo de residuos contendo metais pesados, téxicos, cancerigenos,
bioacumulativos e de dificil ou caro tratamento, além de residuos ao serem descartados
sem tratamento alteram a salinidade e/ou pH do meio, ou que promovam o efeito estufa

e/ou chuva acida.

Tabela 2 - Principais oxidantes em sinteses

Agente oxidante Percentagem de oxigénio ativo (m/m, Residuo
%)
0, 100 Nada ou H,0,
H,0; 47 H,O
N,O 36.4 N2
0s 33.3 0,
KMnO, 30.4 Sais de Mn(ll)
HNO; 25.0 NOy
CrO; 24.0 Sais de Cr(lll)
NaOCl 21.6 NaCl
CH;COOH 21.1 CH;COOH
tBuOOH 17.8 tBuOH
KHSOs 10.5 KHSO,4
mCIC¢H,COOOH 9.3 mCICgH,COOH
Me;3SiO0SiMe; 9.0 Mes3SiO0SiMes
NalO, 7.5 NalOs
PHIO 7.3 Phi

Fonte: GOTI (ADAPTADO), 2008
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A acdo do peroxido de hidrogénio é bastante simples, inicialmente o H,0; (a) se
decompde em radicais hidroxila (b) que passam reagir oxidando a parede celular (c)
rompendo-a (d) deixando os lipidios disponiveis para interacdo com o solvente organico,

como ilustra a Figura 12.

Figura 10 - mecanismo de ac¢do do perdxido de hidrogénio na oxida¢do da parede celular

(a) (b
HO—OH —= 2HO
HO' + (o0 —=417%

© 0

(b) (c)

Fonte: AUTOR, 2016

A literatura ndo detalha o mecanismo reacional entre o peréxido de hidrogénio e
os componentes da parede celular. A literatura descreve a degradacdo da Celulose via
clivagem da ligacdo glicosidica B(1-4) ilustrada na Figura 13 (f), isto é, a quebra da ligacdo
gue une as moléculas de glicose (monémero), que sdo desprendidas do polimero (HONG;
SUN, 2013) e que a oxidacdo promove ainda a formacao de subprodutos da glicose, como
a celobiose (HONG; SUN, 2013) além de produtos de oxidacdo da parede celular. Esse
modelo pode ser usado, de forma analoga, para descrever a degradacdao da PC das
microalgas se for considerado que as mesmas sdo constituidas essencialmente por

microfibras de beta-celulose (principal componente da parede celular).
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Figura 11- Mecanismo de decomposicao da celulose
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Fonte: AUTOR, 2016

O tempo de contato entre as microalgas e a solucdo de perdxido é um parametro
muito importante, ja que deve ser suficiente para oxidar e romper a parede celular sem
comprometer os materiais citoplasmaticos de interesse, como os lipidios. Neste caminho,
sob mesmas condi¢Oes operacionais, Steriti reporta um tempo ideal de 4 minutos para
obtencdo do rendimento massico maior em extracdes de lipidios apolares da microalga

Chlorella vulgaris como ilustra a Figura 14.

Figura 12 - Tempo de contato com solucdo de H,0, x rendimento lipidico obtido
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Fonte: STERITI (adaptado), 2014

Outro parametro importante é a concentracdo do agente oxidante, pois em
valores elevados o rendimento lipidico tende a decair linearmente com o aumento da

concentracdo (STERITI et al., 2014), conforme ilustra a Figura 15 que descreve a variacao
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de rendimento lipidico em funcdo da concentracdo de H,0,, 0,1 a 0,7 mol/L de H,0,.

Melhores resultados foram obtidos na faixa de concentragdo de 0,2 a 0,4 mol/L.

Figura 13 - Rendimento lipidico versus concentragado de H,0;
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Fonte: STERITI (adaptado), 2014

3.7.1.1 Tratamentos necessdrios antes da extracdo com rompimento da parede celular
com H,0,

3.7.1.1.1 Métodos de secagem da biomassa

A retirada da dgua da biomassa é fundamental ao processo de extracdo lipidica,
pois a agua (composto de carater fortemente polar) interage com as células de
microalgas, solvatando a parede celular que é formada por polissacarideos, criando uma
interacdo bastante estdvel entre a parede celular e a agua que impede a passagem dos
solventes organicos (em geral pouco solUveis em meio aquoso) para a célula, assim

dificultado a extracao de lipideos (MATA et al., 2010).

Existem varios métodos para a secagem da biomassa como pré-tratamento para a
extracao lipidica, o método de mais baixo custo é a secagem ao sol, onde as microalgas
sdo dispostas em grandes areas abertas. Este método, contudo, apresenta como

desvantagem a elevada exposicdo das microalgas a um ambiente externo sujeito as
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mudancas climaticas como precipitacGes e variacdo de umidade e, ainda, contaminacgao
por fungos e bactérias (GULDHE et al., 2014), além de ser um método pouco eficiente se
comparado a liofilizacdo e secagem em estufas elétricas. A Tabela 6 compara o tempo
necessario e a energia consumida nestas trés técnicas para a secagem de uma mesma

amostra de microalga.

Tabela 3 Consumo de energia e tempo necessario para cada técnica de secagem

Técnica de secagem  Consumo de energia (kW) Tempo necessario
(horas)
Liofilizagao 21,96 24
Secagem em estufa 6 12
Secagem ao sol Nao calculado 72

Fonte: GULDHE, 2014

O uso de estufas elétricas na secagem da biomassa de microalga apresenta mesma
eficicia que a secagem ao sol, com a ressalva de diminuir os riscos com contaminacdo e
degradacdao do material, além de ser um caminho menos oneroso energeticamente em
relacdo a liofilizacdo e requerer metade do tempo necessario a secagem (GULDHE et al.,

2014).

A liofilizagdo é um processo em a biomassa microalgal é seca ao ser congelada sob
vacuo, onde a umidade presente é sublimada e consequente retirada da amostra (KERANS
et al., 2015). Trata-se de um método vantajoso para estudos onde se deseja a secagem do
material, porém mantendo a integridade biolégica dos constituintes, como as proteinas e
material genético (MEISTER; GIESELER, 2009). Outra grande vantagem da liofilizacdo estd
na sua capacidade criogénica de fragilizar a parede celular de microalgas facilitando o
rompimento da mesma e assim consequentemente aumentando os rendimentos lipidicos

na extracdo (MATA et al., 2010). A Figura 16 ilustra este efeito em um dos trabalhos de
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Guldhe, percebe-se que a combinacdo da liofilizacgdo com microondas promoveu o maior
rendimento lipidico em relagdo as outras combinagbes , cerca de 30% (m/m), valor
préximo ao da combinagdo microondas com estufa, o uso do sol como forma de secagem

promoveu o menores rendimentos.

Figura 14 — Comparacao do rendimento lipidico apds combinagdes de formas de secagem
e rompimento celular
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Fonte: GULDHE (ADAPTADO), 2014

3.7.1.1.2 Padronizagao da solugao de H,0,

O perdéxido de hidrogénio (H,0;) é uma molécula relativamente instavel nas
condi¢bes ambientes, pois facilmente se decompde em agua e gas oxigénio, assim as
solugdes de perdxido possuem concentracdo variavel ao longo do tempo, principalmente
se forem armazenadas de forma inadequadas como em temperatura ambiente e em
presenca de luz (BOLWYREVF, 1935). Portanto existe uma incerteza quanto a
concentracdo real das solucdes concentradas de peréxido de hidrogénio disponiveis em
laboratério, deste modo é necessdrio a padronizacdo da concentracdo destas, para que
assim se pudesse preparar as soluces utilizadas na oxidacdo da parede celular das

microalgas deste trabalho.
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A técnica de padronizacdo aplicada foi a permanganometria, que consiste em
analise volumétrica, em que uma solugdo de permanganato é o agente titulante, onde
ocorre uma reacao de oxirreducdo em meio acido entre o ion permanganato e o perdxido
de hidrogénio formando o ion manganés (Il), 4gua e gas oxigénio (BOLWYREVF, 1935)

como descrito na reagao 1 ilustrada na Figura 17.

Figura 15 — Reagdo entre o ion permanganato e o perdxido de hidrogénio

2Mn04_(aq} + 5H202(aq)+ 6H+(aq) 92Mn2+(aq) + 8H20(l) + SOZ(g

Fonte: AUTOR, 2017

Contudo, o permanganato de potassio é um forte agente oxidante, ou seja, que é
facilmente reduzido e que pode oxidar muitos materiais que tenham contato com ele,
assim é um composto que pode sofrer forte influéncia do ambiente externo, deste modo
ele ndo deve ser considerado um padrao primario. Portanto as solu¢des de permanganato
de potdssio preparadas devem ser submetidas a padronizacdo via volumetria de titulacdo

com oxalato de sddio (padrao primario) conforme demonstra a Figura 18.

Figura 16 - Reacdo entre o oxalato e o permanganato

5C204%Gaq) + 2MnOs(aq) + 16H*@q) 2 10C02@) + 2Mn?*@q) + H2020)

Fonte: AUTOR, 2017
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3.8 Parametros de qualidade dos lipidios

3.8.1 indice de perdxidos orgénicos

O indice de perdéxidos organicos (IPO) é um parametro que quantifica a presenca
de perdxidos organicos (PO) em uma amostra. Os PO s3do fung¢des quimicas que
apresentam uma ou duas cadeia carbonica (R e R’) ligadas ao grupo (0,)* como ilustra a

Figura 19.

Figura 17 - Estrutura de perdxido organico

Fonte: AUTOR, 2017

Nos lipidios, os PO, moléculas intermedidrias entre o material inicial e os
indesejaveis produtos de oxidacdo, como cetonas, acidos carboxilicos, aldeidos e
polimeros de alto peso molecular sdo resultantes da reagdao da matéria com o oxigénio
atmosférico, conforme ilustrado na Figura 20. A presenca de calor, luz e umidade podem
acelerar a formagdao de PO nos lipideos, que obviamente degradam o material mais
rapidamente, portanto o bom armazenamento garante maior longevidade ao material
(PULLEN; SAEED, 2012). O monitoramente do indice de perdxidos organicos tanto no éleo
ou no biodiesel é fundamental para o controle de qualidade, este parametro é

proporcional a degradac3o por vias oxidativas (LOBO et al., 2009)
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Figura 18 - Principais perdxidos organicos formados
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Fonte: PRANA (ADAPTADO), 2014

Para determinar o indice de perdéxidos em 6leos e gorduras existem diversas
normas nacionais e internacionais, como, por exemplo, as normas AOCS cd 8b-90 e AOCS
cd 12-57. O IPO é dado pelo consumo de iodo em mili-equivalentes por quilograma de
6leo (meq/Kg). A Tabela 7 ilustra os valores maximos de IPO em dleos comestiveis
permitidos pela ANVISA. O IPO maximo permitido pela ANVISA varia de 6leo para dleo
devido as suas distintas composicdes lipidicas, assim éleos mais ricos em dacidos graxos

insaturados possuem limites maiores de IPO.

Tabela 4 - Valores maximos de IPO em éleos comestiveis permitidos pela ANVISA

Oleo IPO Maximo Permitido
(meq/kg)
Oleos e gorduras refinadas 10

(exceto dleo de oliva refinado)

Azeite de oliva refinado 5
Azeite de oliva virgem 20
Oleo de bagaco ou carogo de oliva refinado 5

Fonte: ANVISA, 2016
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Segundo Pullen, a degradacdo do material lipidico se da em trés importantes
etapas, a primeira, a iniciagdo, ocorre na presenca de um agente iniciador radicalar (I'),
gue pode ser o préprio oxigénio atmosférico, uma espécie radicalar instavel ou um radical
organico gerado. O iniciador promove uma quebra de ligagao heterolitica numa estrutura
organica (R-H), abstraindo um hidrogénio radicalar e formando um radical organico

instavel (R’) como ilustra a Figura 21.

Figura 19 - Mecanismo de iniciagao
CJ_QI —> |-H + Re

Fonte: PULLEN (ADAPTADO), 2012

Um agente iniciador é uma espécie radicalar instavel, de baixa seletividade, que
pode ser formado por (1) dissociacdo térmica e/ou fotocatalitica de perdxidos presentes
em impurezas do ML e (2) catdlise por presenca de metais ou ions metdlicos
contaminantes, como o ferro Il (reacdo de Fenton), conforme ilustra a Figura 22. Para a
formacao fotocatalisada de iniciadores é necessario a exposicao direta a radiagao

ultravioleta (PULLEN; SAEED, 2012).

Figura 20 - Formagao de um iniciador

QH hv

(1) R . .
\O/ —» R—0O + HO
\J/
fon

o+ M¥ —= R—O0  + HO + M2

\J

(2) R

Fonte: PULLEN (ADAPTADO), 2012
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O segundo passo no processo de oxidagdo € a propagacdo, que consiste na reagdo
entre o radical organico instavel (R) e o oxigénio atmosférico formando um perdéxido
organico, espécie instavel. Esse abstrai um hidrogénio de uma cadeia hidrocarbénica (RH)
formando um novo radical organico (R’) e, assim, sucessivamente, até todo o material

lipidico estar convertido em PO, como ilustra a Figura 23.

Figura 21 - Mecanismo da propagacao

/N .
. R OH Q- =
R" "Ng~ <«—— R—H /"~ 5

Fonte: PULLEN (ADAPTADO), 2012

Na terceira e Ultima etapa do processo de oxidacao ocorre a formacao de produtos
secunddrios, estdveis, que podem ser gerados por diversos mecanismos, tais como a
reacao entre radicais organicos (R) formando polimeros (R-R) de alto peso molecular e
viscosidade. Os principais tipos de perdxidos organicos formados apds oxida¢ao de cadeias
organicas de lipidios é ilustrada na Figura 20 e devido a relativa baixa energia da ligacdo O-
O, em torno de 20 a 50 kJ/mol, os PO sdo extremamente instaveis (PRANA et al., 2014), e
como consequéncia reagem em entre si por caminhos reacionais gerando uma gama de
produtos secundario de oxida¢cdo, como aldeidos, alcodis alifaticos, cetonas, éteres,
ésteres e acidos carboxilicos. Todos estes subprodutos sdao extremamente indesejaveis,
pois diminuem a qualidade do material lipidico (PULLEN; SAEED, 2012).

Embora existam inumeros trabalhos que apontam para suscetibilidade do material
lipidico a oxidacdo, ainda ndo esta descrita a influéncia do uso de agentes oxidantes na

formacao de perdxidos organicos nos lipideos extraidos via método de extracao oxidativo.
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3.8.1.1 Susceptibilidade dos acidos graxos poli-insaturados a formacdo de PO

Em geral, as microalgas sdao ricas em acidos graxos poli-insaturados, como os
acidos graxos essenciais do tipo 6mega-3 e 6, tornando o dleo de microalga em potencial
para o consumo humano, ja que tais acidos exercem fung¢des bioldgicas importantes no
organismo, como propriedades anticoagulantes e anticancerigenas. Esses acidos tornam
o material lipidico mais propicio a oxidagdo com o oxigénio atmosférico e formacgao de
perdxidos organicos, pois na cadeia organica de um AGPI existem sitios alilicos e bi—alilicos
gue estabilizam significantemente a formacdo de radicais organicos por mesomeria como
demonstra a Figura 24. Como ilustrado, a formagdo de um radical em um sistema alilico é
deslocalizado em duas estruturas de ressonancia. Portanto, quanto maior o numero de
grupos alilicos ou bi-alilicos mais estdvel é a formacdo de radicais e assim, mais propicia é

a formacdo de PO (PULLEN; SAEED, 2012).

Figura 22 - Formacao de um radical em um sistema alilico

Fonte: PULLEN (ADAPTADO), 2012

3.8.1.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdao substancias capazes de cessar o processo de oxidacdo pela
inibicdo de radicais livres através da liberacdo de um radical de hidrogénio por uma
espécie estabilizada (PULLEN; SAEED, 2012), como no bloqueio do oxi-radicai superdxido
(027) e dos radiais hidroxila (OH’) e hidroperoxila (H,0') (CARDOSO, 1997).

O mecanismo de acdao de um antioxidante se baseia na inativacao de iniciadores

oxidativos tal como o BHT (hidréxitolueno butilado), estrutura ilustrada na Figura 25, que
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é um antioxidante sintético amplamente utilizado em combustiveis e alimentos. O BHT
(1) impede o iniciador genérico (2), formando a molécula original (4) e uma espécie
radicalar estabilizada (3) por ressonancia onde o elétron se encontra deslocalizado por

quatro sitios distintos (Figura 25-b).

Figura 23 - Mecanismo de a¢ao do BHT

CHa,

HaC HsC

(b)

Fonte: AUTOR, 2017

O material extraido de microalga contem espécies antioxidantes, tal como a
vitamina E (Figura 26), possuindo, assim, uma natural resisténcia a oxidacdo, tanto pelo
gas oxigénio atmosférico quanto por agente externos. O que também reflete na

resisténcia oxidativa de seus derivados, como o biodiesel (RAWAT et al., 2013).

Figura 24 - Estrutura do Alfa-tocoferol (vitamina E)

OH
HsC

H:C
C CH3

Hyc" ™ Hs

Fonte: AUTOR, 2017
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3.8.2 indice de acidez

O indice de acidez é um parametro de qualidade comumente empregado em dleos
e gorduras, tanto para fins alimenticios quanto para sintese biodiesel, pois 0 aumento da
acidez é um reflexo direto da degradagdao do material lipidico. A elevagao da acidez pode
se dar por vias oxidativas, em que acidos carboxilicos podem ser gerados como produtos
secunddrios de oxidag¢dao (PULLEN; SAEED, 2012), ou pelo aumento do niumero de acidos
graxos livres (AGL), que surgem principalmente devido a reagdes de hidrélise, onde ocorre

a quebra da molécula de tri, di e monoglicerideos pela a agua (CHEN et al., 2012).

A elevada acidez de um éleo é indesejavel a producdo de biodiesel, pois promove o
aumento viscosidade cinematica e causam corrosdo aos tanques de estocagem de dleo e
reatores. Os altos indices de acidos graxos livre inviabilizam a reacdo de transesterificacdo
como rota sintética. Tendo como Unico caminho reacional, a rea¢do de esterificacdo, que
exige condicGes mais onerosas como altas temperaturas, pressdao e auséncia de agua.
Outro ponto negativo em relacdo a esterificacdo é a competicdo com a reacdo de
saponificacdo, pois os AGL reagem com catalisadores homogéneos basicos, formando sais
organicos (sabdes) que além de desativarem o catalisador, ainda promovem emulsdes que
dificultam a separacdo do biodiesel com os materiais polares produzidos na rea¢do (CHEN

etal, 2012).

A determinagdo do indice de acidez consiste em uma analise volumetria do tipo
acido-base, entre o material lipidico, naturalmente de carater acido e uma solucdao de
hidréxido de sédio (0,01M) previamente preparada e padronizada (EHIMEN et al., 2010).
Os valores obtidos sdo expressos em mg KOH/g, isto é, o quanto um grama de material
lipidico consome de hidréxido de potdssio numa reacdo acido-base (ASHOKKUMAR;
VARALAKSHMI, 2015). A agéncia nacional de petrdleo, gés natural e bicombustiveis (ANP)

normaliza o indice de acidez de 6leos vegetais como igual a 0,5mg KOH/g.
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3.8.3 indice de iodo

Trata-se de um parametro analitico que mede o quanto uma amostra insaturada
consome iodo através de uma reacdo de halogenacdo, descrita na Figura 27. Quanto mais
iodo uma amostra absorve, maior é a quantidade de insaturagdes nas cadeias organicas
presentes. A metodologia aplicada neste trabalho foi o método de Wijis descrito na norma
oficial AOCS 1a-64-2009. O valor do indice de iodo é expresso em nimero de gramas de

iodo absorvido por 100g de amostra.

Figura 25 — Reagdo de adi¢ao de iodo a uma cadeia insaturada

I

XN 4L — g R

Fonte: AUTOR, 2017

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) determina através
da instrucdo normativa de nimero 49, de 22 de dezembro de 2006, no anexo |, que os
indices de iodo via método de Wijis para os éleos vegetais comestiveis devem estar dentro
dos valores descrito na Tabela 8. Contudo, para sintese do biodiesel é recomendado um
indice maximo de 120 g de 1,/100g (ASHOKKUMAR; VARALAKSHMI, 2015), norma
EN14214 (LOBO et al., 2009b), pois a sintese de biodiesel a partir de éleos com indice de
iodo a cima deste limite pode ter baixa estabilidade oxidativa (PULLEN; SAEED, 2012),

como ja discutido no item 3.8.1.1.

50



Tabela 5 - indice de iodo de 6leos vegetais refinados

Oleo Tipo indice de iodo (g
1,/100g)
De algodao le2 1002123
De canola le2 1052126
De girassol 1 118 a 141
De milho le2 103 a 135
De soja le2 124 a3 139

Fonte: MAPA, 2006

O indice de iodo limite (120 g 1,/100g) é facilmente alcancavel ao realizar misturas
(blendas) entre matérias graxas de diferentes graus de insaturacdo, assim, a norma
EN14214 foi desenvolvida inicialmente para regulamentar os dleos vegetais e gordura
animal para a produgdo de biodiesel, pois tal valor limite é naturalmente préximo dos

indices principais 6leos vegetais como mostra a Tabela 8.

Porém quando se objetiva produzir biodiesel de microalga, a norma é um gargalo
ainda a ser superado, porque as microalgas sdo seres ricos em acidos graxos mono e poli-
insaturados que elevam significantemente o indice de iodo dos lipidios extraidos (SAMEK
et al., 2011), um exemplo é o dleo da microalga Trachydiscus minutus que é rica em acido
eicosapentaenoico (C20:5), que compdes mais de 30% de sua fracdo lipidica e, como
consequéncia, apresenta um elevado indice de iodo de aproximadamente 200 g |,/100g
(SAMEK et al., 2011). A Tabela 9 ilustra os principais acidos graxos e blendas encontrados

no perfil lipidico das microalgas e os seus referidos indices de iodo.

Como esperado, ainda na Tabela 9, percebe-se que acidos graxos saturados como
o palmitico (16:0) possuem indices de iodo igual a 0g 1,/100g. Em contra partida, o
aumento no numero de insaturagdes aumenta proporcionalmente o indice de iodo,

obtendo um valor de 420g 1,/100g para o acido eicosapentaenoico (C20:5).
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Tabela 6 - indice de iodo obtido para os principais acidos graxos de microalga

Acido Graxo indice de lodo (g
1,/100g)
Acido Palmitico (C16:0) 0
Acido oléico (C18:1) 90
Blenda 2:1 (m/m): Acido oléico (C18:1)/Acido araquidénico (C20:4) 158
Acido linoleico (C18:2) 180
Blenda 6:5 (m/m): Acido oléico (C18:1)/Acido araquidénico (C20:4) 191
Acido araquiddnico (C20:4) 330
Acido eicosapentaenoico (EPA — C20:5) 420

Fonte: SAMEK (adaptado), 2011

3.9 Técnicas analiticas utilizadas

Nesta secdo é apresentada a fundamentacdo tedrica das técnicas analiticas

utilizadas no trabalho.

3.9.1 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia do infravermelho é uma técnica analitica baseada na capacidade

fisica de moléculas em absorver radiacao nessa regido espectral, fazendo vibrar ligagdes

guimicas em comprimentos de onda especificos, mudando o momento dipolo da ligacao.

Tal comprimento de onda depende da massa dos atomos envolvidos, do tipo de ligacdo e

forca, gerando um espectro distinto para cada tipo de substancia. Deste modo, a técnica é

muito util na identificacdo de grupos funcionais e investigacdo da composicdo de

moléculas (KAROUI et al., 2010). Em geral, um espectro de infravermelho é dado pela

absorbancia ou transmitancia (dadas em percentagem de radiacdo transmitida ou
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absorvida) em funcdo do nimero de onda em cm™ (i.e, a quantidade de comprimentos de

onda que cabem em 1 cm).

A técnica de infravermelho se subdivide no estudo de diversas regides
comprimento de onda, porém apenas duas regides sdao amplamente aplicadas na
investigacdo de moléculas, que sao infravermelho préoximo (NIR — Near Infrared
Spectroscopy) que abrange 12500 a 4000 cm™ e Infravernelho médio (MIR — Mid infrared
spectroscopy) na regido de 4000 a 400 cm™ (STUART, 2004). No MIR sdo designadas
quatro principais sub-regides, a primeira de 4000 a 2500 cm™ é atribuida ao estiramento
da ligacdo hidrogénio-X (onde “X” representa qualquer dtomo ametal), a segunda de 2500
a 2000 cm™, que é relacionada as vibracdes de liga¢Oes triplas, a terceira de 2000 a
1500cm™ que sdo as vibracBes das ligagdes duplas e por fim a regido de fingerprint
(identidade digital) de 1500 a 400cm™ (KAROUI et al., 2010) que correspondem as
vibracbes grupos funcionais especificos que tornam a regido muito sensivel e Unica para
da substancia analisada, sendo muito importante para a identificacio de moléculas

(APARICIO; HARWOOD, 2000).

Atualmente, na obtencdo do espectro é utilizada a transformada de Fourier (FTIR —
Fourier Transformer Infrared Spectroscopy), que consiste numa técnica que dispensa a
variacdo de comprimento de onda na radiacdo emitida na amostra, sendo necessario
apenas a emissdo de uma radiacdo que contém os contenha todos, assim se obtém um
espectro bruto que passa por uma manobra matematica (Transformada de Fourier) e se
obtém um espectro idéntico ao convencional em menos tempo, o que permite realizar
multiplos escaneamentos na amostra em segundos, tornando a analise mais confiavel.
Além de tornar a analise menos onerosa, ja que os espectrdmetros com transformada de
Fourier sdo mais baratos, pois necessitam apenas de um interferograma no lugar de um

monocromador.

O espectro de MIR é muito util para analisar qualidade de éleos, podendo mostrar
alteragdes significativas na composicdo lipidica, além de quantificar o indice de peréxidos

organicos (PO) em até 50% (m/m) através da banda em 3444 cm™, alusiva ao estiramento
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da ligacdo do oxigénio e hidrogénio da hidroxila (ROHMAN; MAN, 2010). As principais
bandas presentes no extrato lipidico sdo descritas por Guillen e sdo mostradas na Tabela

10.

Dentre as bandas citadas na Tabela 10, duas sdo muito importantes para o
trabalho realizado nesta dissertacdo, a primeira estd em 3005 cm™? referente ao
estiramento da ligacdo dupla, pois tal banda estd correlacionada com o grau de
insaturacdo dado pelo indice de iodo, assim variagdes significantes deste indice
promovem notdveis alteracdes nesta banda. A segunda banda estd em 1743 cm™,
referente ao estiramento de carbonilas de ésteres e produtos carbonilados de oxidacao
(exceto acido carboxilico que apresentard tal banda em outra regido do espectro),

indicando possiveis oxidacdes no extrato lipidico.

Tabela 7 - Principais grupos funcionais presentes no ML

Numero de onda Grupo funcional associado

(em™)

3005 Ligacdo dupla cis (estiramento)
2924 e 2852 Estiramento simétrico e assimétrico de grupo metilénicos (-

CHy-)

1743 Carbonila de ésteres de triglicerideos

1465 Bending de grupos alifaticos CH, e CH3

1417 Rocking

1402 Vibragdo de bending de Cs,,-H

1377 Vibracdo de bending de grupos CH,
1236 e 1160 Estiramento carbono-oxigénio
1117 e 1098 Estiramento carbono-oxigénio de ésteres

Fonte: GUILLEN E CABO (ADAPTADO), 1997
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3.9.2 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

A cromatografia consiste em uma técnica bastante utilizada para separacdo
qualitativa e quantitativa de muitos compostos volateis e semi-volateis, utilizando uma
fase movel que pode ser liquida ou gasosa e uma fase estacionaria, a simples combinacdo
entre as distintas formas de fase mdével com a estaciondria geram as diversas formas de
cromatografia, que a tornam uma poderosa técnica utilizada para purificagdo/separacgdo

de substancias e principalmente para fins analiticos (LI et al., 2015).

J4 a espectrometria de massas é uma técnica que se baseia na determinacdo da
massa molecular e quantificacdo relativa de fragmentos i6nicos de substancias, gerando
um grafico de duas dimensdes entre massa do ion molecular (m/z) e intensidade relativa.
Tal grafico chama-se espectro de massas e é Unico para cada molécula distinta analisada
(MENET, 2011). O pico m/z de maior intensidade é chamado de pico base e é relativo ao
fragmento i6nico de maior estabilidade quimica, logo o mais abundante entre os
fragmentos. Ja o pico m/z de maior massa é chamado de pico do ion molecular, e é
associado a molécula original ionizada que sem fragmentacdes, em geral de baixa

abundancia relativa.

Assim, o GC-MS é a combinacao da alta eficiéncia da separagdao em fase gasosa via
utilizacdo de colunas cromatograficas com a alta sensibilidade analitica com a
espectrometria de massas, promovendo espectros de alto valor informacional na
identificacdo de moléculas presentes no analito (MCEWEN; MCKAY, 2005). Numa analise
com GC-MS é gerado um cromatograma, que é um grafico de bandas cromatogréficas
contra o tempo de retencdo do analito e um espectro de massa associado a cada banda
cromatografica. Em geral os softwares que operam um GC-MS possuem uma biblioteca
gue permite comparar os espectros obtidos com os ja disponiveis e assim identificar a

substancia analisada, deste modo, ndo hd a necessidade do uso de padrdes analiticos.
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3.9.2.1 Pico base do espectro de massas de ésteres alquilicos

O pico base de um éster alquilico, em geral, se trata de um rearranjo de MclLafferty
caracteristico, isto é, uma clivagem B(1) seguida da abstracdo de um hidrogénio y
carbonilico (2) pelo oxigénio da carbonila, como ilustra o0 mecanismo reacional na Figura

28, gerando o ion m/z = 74 para ésteres metilicos e 88 para os etilicos (MENET, 2011).

Figura 26 - Rearranjo de McLafferty para um éster metilico
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Fonte: MENET (ADAPTADO), 2011

3.9.3 Termogravimetria

A termogravimetria relne um conjunto de técnicas termo-analiticas que se baseia
no comportamento de propriedades quimica e/ou fisicas de uma amostra ou seus
produtos frente a variacdo programada de temperatura ao longo de um tempo controlado
em um determinado tipo de atmosfera (SKOOG, et al., 2002). A Tabela 11 ilustra as
diferentes técnicas térmicas e suas correlagdes com as propriedades fisico-quimicas

avaliadas.
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Tabela 8 - Principais Técnicas termicas e suas propriedades avaliadas

Propriedade avaliada Técnica Abreviatura (Inglés)
Andlise termogravimétrica TGA
Termogravimetria Derivada DTG
Massa Detecgdo de gas desprendido EGD
Andlise de gas desprendido EGA
Andlise Térmica por ETA

Emancipacao

Temperatura Analise Térmica Diferencial DTA
Entalpia Calorimetria Exploratéria DSC
Diferencial
Caracteristicas Analise Termomecanica TMA
mecanicas Analise Dinamico-Mecanica DMA
Caracteristicas Termoeletrometria ok
elétricas
Caracteristicas Termossonimetria TS
Acusticas
Caracteristicas Termomagnetometria ™

Magnéticas
Caracteristicas Termoluminescéncia TE

Opticas Termoptometria TO

Fonte: AUTOR, 2017

Cada analise, especificada na Tabela 11, requer equipamentos especificos e
aparatos distintos a necessidade de resposta de uma respectiva andlise térmica. As
principais propriedades avaliadas nos trabalhos relacionados ao estudo de interesse desta

dissertacdo sdo a variacdo de massa na analise termogravimétrica (TGA) e na
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termogravimetria derivada (DTG) que sdo mais bem discutidas na se¢do 3.8.3.1 e variacdo

de temperatura na andlise térmica diferencial (DTA), discutida na se¢do 3.8.3.2.

A avaliagdo da entalpia na calorimetria exploratéria diferencial (DSC) também é um
analise muito importante, pois é capaz de aferir o calor que é emitido ou absorvido em
reagdes ou processos fisicos analisados (SKOOG, et al., 2002). As outras propriedades
ilustradas na Tabela 11 como as caracteristicas mecanicas, elétricas, acusticas, dpticas e

magnéticas sao de grande interesse na engenharia de materiais.

3.9.3.1 Andlise termogravimétria (TGA) e termogravimetria derivada (DTG)

As andlises termogravimétricas (TGA, sigla em Inglés para thermogravimetric
analysis) sdo conduzidas em balancas de alta precisdo alojadas dentro de um forno
equipado com sensores de temperaturas (termopar) e sistema de vazdo continua de gas
(que serve para dar saida aos materiais volatilizados ou decompostos termicamente). As
analises termogravimétricas como demonstra a Tabela 11 medem a variagdo de massa

com a temperatura gerando a curva DTG.

Diferentes compostos presentes no analito, em geral, se decompdem em
temperaturas distintas, gerando perfis de decomposicdo distintos chamados de eventos
termogravimétricos. Contudo, tais eventos ndo s3ao visualmente detectados com
facilidade, assim a derivada matematica da curva TGA, isto &, a variacdo da massa sobre a
variacdo da temperatura, chamada de curva DTG (do Inglés Derivative thermo-
gravimetric) facilita a localizacdo da temperatura inicial e final de decomposicdo em um
evento, além de fornecer a temperatura onde o decaimento massico é maior (SKOOG, et
al., 2002). Uma importante combinacdo com a analise termogravimétrica é a acoplagem
do sistema de saida de gas de purga com um espectrometro de massa (MS) ou com
espectrometro de infravermelho (IR/FTIR), para analise mais detalhada sobre a

composicdo dos subprodutos gerados na andlise termogravimétrica (YANG et al., 2007).

58



3.9.3.2 Andlise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratdéria diferencial (DSC)

Como ilustra a Tabela 11, a analise térmica diferencial (DTA, do Inglés Differencial
Thermal Analysis) mede a variacdo da temperatura em processos exo e endotérmicos que
ocorrem durante a anadlise. A DTA mede indiretamente o fluxo de calor por meio da
diferenca entre dois sensores de temperatura, um dentro da balanca e outro fora (de

referéncia).

Outra andlise importante é a calorimetria exploratdria diferencial (DSC, do Inglés
Differential Scanning Calorimetry), que mede a variacdo do calor durante a analise
térmica, medindo de forma direta o fluxo de calor, gerando uma andlise mais detalhada
que a andlise térmica diferencial (DTA), permitindo, por exemplo, obtencao dos valores de
calor de reacdo. Porém ambas as analises, DTA e DSC, podem trazer informacdes

relevantes sobre o fluxo de calor e processos endo ou exotérmicos durante a analise.

3.9.3.3 Perfil termogravimétrico da biomassa de microalga

As variacdes nas caracteristicas bioldgicas das microalgas, como variacdo da
composicao lipidica ou tipo de revestimento na parede celular garantem composicdes
massicas distintas entres os mais variados géneros e espécies. Além que as microalgas sao
extremamente sensiveis as condicdes do meio de cultivo, como pH, intensidade da luz,
temperatura, salinidade, suplementacdo de gds carbdnico e nutrientes (AHMAD et al.,
2011). Deste modo é impossivel observar um mesmo perfil termogravimétrico para
microalgas distintas ou até mesmo para microalgas do mesmo género e espécie quando

submetidas condicdes distintas de crescimento.

Porém em uma andlise termogravimétrica tipica de microalga é observado a

decomposicdo/volatilizacdo dos seus principais componentes, como a agua, carboidratos,
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proteinas e lipideos (GOMES et al., 2015). Assim, é possivel obter informacGes
importantes sobre sua composi¢do e especificar a melhor destinagdo da microalga, como
uso para producdo de biodiesel, biodlcool, biogas ou estratégias para biorrefinaria. A
Figura 29, ilustra o comportamento térmico da biomassa da microalga Monoraphidium sp,
onde a curva continua é a curva que mede a perda massa com acréscimo da temperatura

(curva TGA) e a curva ndo continua é a sua derivada em relagdo a temperatura (DTG).

Figura 27 - Andlise termogravimétrica da biomassa da microalga Monoraphidium sp.
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Fonte: GOMES (adaptado), 2015

Ainda na Figura 29 s3o observados trés eventos térmicos relatado por Gomes, et
al, 2015. O primeiro, entre 29 e 151 °C, relacionado ‘“a evaporacdo de dgua presente na
amostra; o segundo, entre 190 a 350 °C, referente a decomposicio simultdnea de
carboidratos e proteinas e o ultimo, de 352 a 521 °C, a volatilizacdo e decomposicdo de

lipideos.
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3.9.3.4 Analise termogravimétrica de substancias presentes na parede celular da
microalga

Em geral, a composicdo da biomassa de origem vegetal é de cerca 90%
carboidratos, grande parte deles estd na forma de biopolimeros que s3do os
polissacarideos, principal material que reveste a parede celular de microalgas (MATA et
al., 2010). A andlise térmica de carboidratos apresenta em geral dois grandes eventos de
perda de massa exotérmicos, o primeiro ocorre acima de 200 °C e é relativo a
desidratacdo, despolimerizacdo da estrutura e decomposicao por pirélise de carboidratos
mais simples com saida principalmente de &4gua, mondxido de carbono e metano
(BOTHARA; SINGH, 2012). O segundo evento ocorre em temperaturas maiores, referente
a degradacdo oxidativa do material de maior resisténcia térmica (ZOHURIAAN;

SHOKROLAHI, 2004).

A mistura de carboidratos e substancias que compde a parede celular das
microalgas é chamada de biomassa lignocelulésica, isto é, celulose, lignina e hemicelulose
(descritos com mais detalhes na secdo 3.6). A andlise térmica destes materiais ja esta bem
descrita na literatura, e embora a biomassa lignoceluldsica possa ter composi¢ao distinta
ao variar a origem da biomassa, o perfil da analise térmica dos seus constituintes sofre
pouca variacdo. A Figura 30 pertence a um dos trabalhos de LOPEZ-GONZALEZ et al., 2013,
e ilustra o perfil térmico da celulose, lignina e do xilano (hemicelulose) de trés origens
distintas, madeira de eucalipto, madeira de abeto e madeira de pinheiro, ficando bastante
evidente na Figura 30-B que as trés, ressalvando pequenas diferencas nas curvas TGA e

DTG, elas possuem o mesmo perfil térmico.
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Figura 28 - Analise Termogravimétrica dos principais componentes da PC de microalgas
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Fonte: LOPEZ-GONZALEZ (ADAPTADO), 2013

A Figura 30-A traz as curvas DTA e DTG para a celulose, lignina e do xilano,
demonstrando claramente o polissacarideo de menor estabilidade térmica é xilano
(Hemicelulose), comegando a se decompor em cerca de 240 °C. Ja a lignina, devido a sua
estrutura complexa e resistente é o componente com maior estabilidade térmica
(resultado semelhante ao ja obtido em 1970 por Ramiah), se decompondo em dois
eventos um iniciando em aproximadamente 250 °C e outro em 550 °C. A celulose, como é
notavel, possui estabilidade térmica intermedidria entre o xilano e a lignina, come¢ando a

se decompor em aproximadamente 290 °C até 370 °C.

Outro estudo relevante foi publicado por Yang em 2007 que estudou o gas residual
da pirolise da biomassa lignoceluldsica via acoplamento de um sistema cromatografico

com detect¢do FTIR numa balanga DTG-DSC. As curvas sdao mostradas na Figura 31.
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Figura 29 - Principais moléculas liberadas na decomposi¢cdo térmica da biomasssa
lignoceluldsica
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Fonte: YANG (ADAPTADO), 2007

Nota-se na Figura 31 que a hemicelulose se dregradou em temperaturas mais
baixas 220-315 °C, a celulose em 315-400 e a lignina a 150 a 900°C (i.e. toda faixa de
temperatura analisada), como reporta a literatura. O perfil do gas de pirolise liberado foi
bem distinto de uma substancia para outra. A celulose e hemicelulose por possuirem
estruturas quimicas parecidas (Figuras 9 e 11) liberaram um alto teor de substancias
organicas ricas em grupos carbonila (C=0) e grupos éter (C-O-C) em baixas temperaturas
(300-450 e 200-400 °C, respectivamente). Contudo, em temperaturas mais elevadas a
hemicelulose liberou mais gds carbonico (CO,) e a celulose liberou monéxido de carbono

(CO), atribuido ao cragueamento dos grupos funcionais oxigenados. Ja a lignina devido a
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alta presenca de anéis aromaticos, o craqueameno pirolitico liberou um alto teor de

metano (CH,4) e gds hidrogénio (H,).

Um estudo relevante ao trabalho desenvolvido nesta dissertagao foi publicado, em
2012 por Bothara relacionado ao estudo térmico de polissacarideos naturais. Concluindo
que quando um polissacarideo sofre algum tipo de agressao quimica, como o contato com
agentes oxidantes, sua estrutura quimica é danificada refletindo na estabilidade térmica
do material. Dois indicios comprovam isto, a reducdo da temperatura dos eventos de
decomposicdo e pela diminuicdo de calor liberado na oxidacdo térmica destes eventos

(BOTHARA; SINGH, 2012)
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4 MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta a metodologia, equipamentos e reagentes utilizados no
cultivo da microalga estudada, secagem, oxidacdo da parede celular a obtencdo do
material lipidico. Assim como a aplicacdao e adaptacdo de métodos para determinagao dos
parametros de qualidade estudados, obtencdo do perfil lipidico e espectroscépico.
Também é relatada a metodologia, aparato e materiais aplicados na caracterizacdo do

perfil fisico e térmico da biomassa residual, além da sintese do biodiesel e sua analise.

4.1 Cultivo da microalga Chlamydomonas sp

A microalga estuda foi cedida pelo projeto de pesquisa intitulado “Implementacédo
de uma planta piloto para produgdo de biomassa de microalgas, visando a obtengdo de
biodiesel” pela parceria institucional entre a Petrobras S.A., a UFRN e o CENPES. As
microalgas foram cultivadas por sete dias em sistema outdoor via raceway de 10m de
comprimento na planta de producdo localizada na fazenda Samiza (Figura 32) no
municipio de Extremoz-RN, Brasil. O meio de cultivo estava com 15% de salinidade e foi

suprido com nitrato e gas carbodnico.

Figura 30 - Fazenda Samiza

Fonte: GOMES, 2013
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4.2 Secagem das microalgas

As microalgas foram secas via técnica de liofilizacdo por 28 horas em liofilizador da
marca Thermo Scientific Heto Power Dry modelo PL6000, idéntico ao ilustrado na Figura
33 e, posteriormente, acondicionadas em sacos plasticos tipo ziplock para controle da
entrada de ar atmosférico e umidade. Em seguida, as embalagens foram envolvidas com

papel aluminio para prote¢ao da luz e armazenados em um freezer sob temperatura de -

14°C.

Figura 31 - Liofilizador Thermo Scientific Heto PowerDry modelo PL6000
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Fonte: https://www.thermofisher.com/br/en/home.html, 2016

4.3 Preparacgao e padronizag¢do da solugdo de H,0;

Foram preparadas solucdes de oxalato de sédio (Na,C,04) a uma concentragao de
0,01M que foram utilizadas como padrado primdrio e agente titulante na titulacdo de uma
solucdo de 0,01M de permanganato de potassio (KMnQ,). O indicativo do ponto de
equivaléncia é a mudanca de coloracdo rosada incolor do titulado. A concentracdo real de

permanganato de potassio é dada pela Equacdo 1, onde C1 é a concentracdo da solucdo

66



de oxalato de sddio (em mol/litro), V1 é o volume da solu¢do de oxalato de sddio gasto
(em litros) e V2 é o volume da solugdao de permanganato de potassio utilizado como
titulado (em litros). A titulacdo ocorreu sob agitacdo magnética e foi repetida por quatro

vezes (quadruplicata)

Concentracdo de KMn0O4 = ——— (D

A Solugdo de perdxido de hidrogénio utilizada foi da marca Vetec 30% (m/m) 100
volumes, armazenada sob refrigeracdo de 2 °C, que foi padronizada pelo método da
permanganometria em triplicata. Em seguida foram preparadas por diluicdo as solu¢des
com concentracbes de 0,158, 0,250, 0,382, 0,528 e 0,715M, em que seguida foram
padronizadas por permanganometria em triplicata. O ponto de equivaléncia na
permanganometria é ilustrado na Figura 34, pela mudanca de cor do titulado de incolor

para levemente rosado.

Figura 32 - Ponto de equivaléncia na permanganometria

_

» Ponto de equivaléncia

Fonte: Autor, 2017
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4.4 ExtragOes e concentragdo de material lipidico

As extracdes foram conduzidas em uma capela com sistema de exaustdo de gases,
sob condi¢des normais de pressao atmosférica e a temperatura ambiente do laboratério,
cerca de 23°C. As microalgas previamente secas foram pesadas em um Erlenmeyer de
500ml com boca esmerilhada. Foram testadas cinco concentragdes distintas da solugdo de

perdxido de hidrogénio (em mol por litro) que foram 0,158, 0,250, 0,382, 0,528 e 0,715.

Em seguida, nas extracdes com acdo oxidativa, adicionou-se a cada Erlenmeyer a
solucdo de perdxido de hidrogénio na proporcao de 8g de solucdo para 1g de microalga
seca e deixou-se sob agitacdo por 4 minutos. Apds isto, diluiu-se o volume em 10 vezes
com solvente n-hexano de 99,8% de pureza, fechando o Erlenmeyer com tampa de vidro
vedada com fita veda-rosca, mantendo agitacdo magnética por 18 horas (Figura 35-1)
como sugerido por Steriti, 2014. As condicbes operacionais, como tempo, agitacdo e
temperatura das extracdes sem acdo oxidante foram semelhantes as com presenca de
H,0,, tomou-se o cuidado de adicionar a mesma quantidade de solvente n-hexano que foi
adicionado as outras extra¢des, seguindo uma propor¢ao de 72ml para 1g de microalga

seca.

Apds o contato com o solvente, o material extraido passou por uma filtracao
simples, usando um funil de vidro com um pequeno chumaco de algoddo como filtro
como mostra a Figura 27-2 Apds isto, apenas o material lipidico que teve contato com
solucdo de H,0, foi colocado em um funil de decantacdo e lavado com agua destilada por

das vezes na proporc¢ao volumétrica de 1:1 (Figura 35-3)
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Figura 33 - Aparato para extragao
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&

Fonte: AUTOR, 2017

)

O Material lipidico foi concentrado usando uma rota-evaporador China RE 52A
(Figura 36) sob sistema de baixa pressao, banho de aquecimento a 60 °C e rotacdo do

baldo em 20ppm.

Figura 34 - Rota-evaporador utilizado

Fonte: AUTOR, 2017

4.5 Analise de indice de perdxidos organicos e indice de iodo

Para a analise de perdxidos organicos das amostras foi seguido rigorosamente a

metodologia descrita na norma oficial AOCS 8b-90 da American Oil Chemist’s Society. Ja
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para determinacdo do indice de iodo foi seguido o método de Wijis, descrito na norma

oficial AOCS Tg 1a-64 também pertencente American Oil Chemist’s Society.
4.6 Analise de indice de acidez
Antes da determinacdo dos valores de acidez se padronizou a solucdo de hidréxido

de sédio como é descrito no item 4.7.1.

4.6.1. Padronizagao da solugdo de hidréxido de sédio

A solucdo de hidréxido de sddio de concentracdo de 0,01M foi padronizada em
quadruplicada com uma solu¢do padrao de 0,001M de biftalato (KHCgH;04) de potdssio
como agente titulante via volumetria dcido-base através da reacdo descrita abaixo (Figura

37).

Figura 35 - Reacdo ente o biftalato de potdssio e hidréxido de sddio

Q OH
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TOK | NaOH (ag) @ “OK H0

Fonte: AUTOR, 2017

A padronizacdo ocorreu em quadruplicata (repeticdo da analise quatro vezes) em
presenca de indicador fenolftaleina no titulado, pingando-se lentamente a solucdo de
biftalato de potdssio até surgir uma coloragdo levemente rosada. A concentracao final da

solucdo de hidréxido de sddio é dada pela média dos valores obtidos da concentracdo de
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hidroxido de sédio, e estes sdo obtidos individualmente pela Equacdo 2 abaixo.

Cnaot = VitXChit/VNaoH (2)

Onde Cnaon € a concentragdo de hidréxido de sédio (mol/litro), Vpis € volume da
solucdo de biftalato de potassio (litros), Cnf € a concentracdo de biftalato de potassio

(mol/litro) e Vnaon € 0 volume da solugdo de hidroxido de sédio (litros).

4.6.2 Andlise do indice de acidez

Para a determinacdo do indice de acidez, foi utilizada uma micropipeta para
transferir cerca de 0,1g do material lipidico para um Becker de 500ml, previamente tarado
na balanca analitica, em seguida adicionou-se 25ml de uma solugdo éter-dimetilico/etanol
2:1 (v/v) e 50ml de 4gua destilada. E como em geral, os extrato lipidicos de microalgas sdo
ricos em pigmentos, a mudanca de cor do indicador fenolftaleina ndao é facilmente
percebido, deste modo foi necessdrio o auxilio de um pHmetro. A célula do pHmetro foi
inserida dentro do Becker durante titulagdo, que ocorreu sob forte agitacdo magnética. O

indice de acidez é calculado pela equacdo 3. A determinacao foi realizada em duplicata.

IA = (V- B)x(Cx5,61 /m (3)

Onde IA é o indice de acidez (mg KOH/g), V é o volume de solucdo de hidréxido de
sédio gasto na titulacdo (ml), B é o volume de solucdo de hidréxido de sddio gasto na
determinacdo do valor em branco (ml), C é a concentracdo de hidroxido de sddio
(mol/litro), 5,61 é o fator de conversdo de hidréxido de sddio para hidréxido de potassio,

e m é o valor da massa do material lipidio (gramas).
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4.7 Analise de FTIR do material lipidico

Os extratos concentrados foram analisados em modo ATR em um espectrOmetro
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) fabricado pela Shimadzu, modelo
IRAffinity-1 acoplado com um médulo PIKE Techologies HATR MIRacle com prisma de ZnSe
(Figura 38). Os espectros foram obtidos com varredura de 32 escaneamentos na faixa de
700 a 4000 cm™ com resolucao de 4cm™. Os espectros foram obtidos logo apds
concentracdo do ML de todas as extracdes realizadas neste trabalho, além de um material
extraido na auséncia de perdxido de hidrogénio que foi envelhecido em ambiente aberto

por durante 4 semanas, exposto a umidade, luz natural e temperatura ambiente.

Figura 36 - Equipamento de FTIR utilizado

Fonte: AUTOR, 2017

4.8 Microscopia optica da biomassa

As analises foram realizadas com um microscdpio da marca Liepzig como ilustra
Figura 39, utilizando um aumento de imagem de 400x. A Biomassa analisada foi colocada
em lamina de vidro e dispersada com ajuda de um pincel de 5mm de espessura, apds isto

adicionou-se duas gotas de glicerina a lamina e prensou-se com uma lamela de vidro.
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Figura 37 - Microscépio 6ptico utilizado

Fonte: AUTOR, 2016

4.9 Analise de termogravimétrica da biomassa residual

Os ensaios foram realizados em um analisador termogravimétrico e calorimétrico
simultaneo da marca TA Instruments, modelo SDTQ600 (Figura 40). Usou-se cerca de 7mg
de amostra em um cadinho de alumina, sob ar sintético como gas de purga na vazao de
50ml/min, a razdo de aquecimento foi de 20°C/min e a faixa de temperatura foi 25 a
900°C.

Figura 38 - Balanca termogravimétrica utilizada

5.4

Fonte: AUTOR, 2016
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4.10 Transesterificacao do material lipidico e tratamento do biodiesel

A reacdo de transesterificacgdo do MLE foi conduzida pela rota metilica na
proporcdo de 20 mols para 1 mol de triglicerideo em catélise basica de 1% (m/m) de
hidréxido de sddio, que foi previamente dissolvido em metanol e adicionado a mistura
reacional dentro de um baldo de fundo redondo e boca esmerilhada encaixada em um
condensador sob refrigeracao (sistema de refluxo) como ilustra a Figura 41. O meio foi
mantido na temperatura de 65°C e agitado magneticamente.

A reacdo durou por 4 horas, onde se marcou o térmico reacional como a
finalizacdo da agitacdo magnética e o instantaneo transporte do material reacional para

um funil de decantacdo - seguindo tratamento do biodiesel formado.

Figura 39 - Transesterificacdo do MLE

Fonte: AUTOR, 2016

No funil de decantac¢ado foi adicionado hexano na proporg¢ao de 0,5 volumes para
volume total de material reacional (v/v), seguido de decantac¢do por 1 hora e eliminagdo
do meio polar. Apds este procedimento foi adicionado agua de destilada na proporcao de
0,5:1 (v/v), deixou-se quebrar as emulsdes formadas pela decantacdo da fase polar do
meio por 30 minutos e dai eliminada do funil — repetiu-se adigdo de agua por mais duas

vezes. Por fim adicionou-se uma solucdo salina saturada na proporgdo de 1:1 (v/v) e
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seguiu-se procedimento idéntico ao supracitado. O aspecto de antes e depois da adicao

de dgua é ilustrado na Figura 42.

Figura 40 - Tratamento da adi¢do de agua destilada

-~
—

1- Depois de adigao, 2-antes de adigao

Fonte: AUTOR, 2016

Transportou-se a fase biodiesel/hexano para um Erlenmeyer de 250ml e
adicionou-se sulfato de sddio seco para a eliminacdo de agua no meio, deixou-se em
repouso por uma hora seguida por uma filtracdo simples e concentracdo do biodiesel no

rota-evaporador ilustrado na Figura 36.

4.11 Andlise do biodiesel via GC-MS

As amostras foram diluidas a concentracdo de 400ppm em solvente hexano
préprio para fins espectroscépicos e foram analisadas em um cromatégrafo a gds Thermo
Scientific modelo FOCUS GC acoplado a espectrometro de massas 1SQ Il (Figura 43), com
coluna VF-5MS 30m x 0,25mm x 0,25mm. A rampa de aquecimento foi semelhante a
utilizada por (SILVA; CORAZZA, 2014) que foi temperatura inicial do forno a 80°C, mantido
por 1minuto e aquecido a 150°C numa taxa de 10°C/min, depois novamente aquecido a

200°C numa taxa de 5°C/min e por fim aquecido a 280°C na mesma taxa de aquecimento.
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O gas de arraste utilizado foi hélio sob vazdo de 1ml/minuto. Injecdo split 10:1 com

temperatura do forno de 315°C.

Figura 41- GC-MS utilizado

Fonte: AUTOR, 2016

4.11.1 Método de triangulacdo na analise quantitativa de GC

Os picos cromatograficas foram integrados pelo método da triangulagdo, que
consiste em aproximar as curvas gaussianas do cromatograma para triangulos isésceles,
calculando sua drea pela usando a equagdao matematica 4 assim como descreve (VALENTE

et al., 2003), onde A é area do triangulo, H é altura e W é a base do triangulo.

A=-HW (4)

Para cada area das bandas foi atribuidas uma percentagem em reacdo a area total
integrada, utilizando a equacdo 5, desta forma atribui-se a composicdo lipidica

aproximada do biodiesel injetado no cromatdgrafo. Onde, C é composicdo em
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percentagem da banda no cromatograma, Ay € a ar eado do triangulo da banda e Ay € a

area total
Atri
_ 0,
C = yTove 100% (5)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos das extragoes

A Figura 44 ilustra os rendimentos massicos obtidos. Nota-se que na auséncia do
método de rompimento de parede celular proposto neste trabalho, o rendimento foi
minimo, porém ao aplicar a concentracdo de 0,382M de H,0, na biomassa crua, o
rendimento foi aumentado em 2,9 vezes, saltando de 6,1 para 17,4%. Tal dado,
juntamente com as analises de microscopia Optica e termogravimetria comprovam a

eficiéncia do perdxido de hidrogénio em romper a parede celular da microalga estudada.

Contudo ao elevar a concentracao de 0,382 para 0,528 e 0,715M os rendimentos
lipidicos caem bruscamente para 9,6 e 5,4%. O mesmo fendmeno foi relatado por Steriti
(2014), onde em estudo de rompimento da parede celular da microalga Chlorela vulgaris,
em que apos a concentragao de 0,29 até 1,4M de H,0, se observou uma queda acentuada
dos rendimentos lipidicos de 9,4 para 7,9%. Isto pode estar relacionado ao aumento do
poder oxidativo da solugdo que se torna menos seletiva a parede celular e passa a
degradar o material lipidico extraido, levando a formacdo de produtos de oxida¢cdo, como
cetonas, acidos carboxilicos e aldeidos (PULLEN; SAEED, 2012) que sdo eliminados no
processo de lavagem do extrato no processo de purificagdo e consecutivamente

diminuem o rendimento da extracao.

Em comparacdo ao trabalho de Steriti nota-se grande semelhancga na concentracao
de perdxido de hidrogénio mais eficiente que foi de 0,29 mol/I para Chlorella vulgaris,
extraindo 9,24% de lipidios apolares, enquanto neste trabalho com o génrero
Chlamydomonas sp., obteve-se um rendimento superior, inclusive até em relacdo ao
trabalho de Lee (2010), onde se obteve apenas 8,8% de rendimento em uma extracdo de
lipidios polares e apolares numa adaptacdo do método Bligh and Dyer submetida a

sonicagao.
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Figura 44 - Variacdo do rendimento em funcdo da concentragdo de H,0,

Rendimento lipidico % (m/m)
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Concentragfo da solugdo de H202 (mol /1)

Fonte: AUTOR, 2017

Quando os valores obtidos apdés rompimento oxidativo da parede celular da
microalga estudada neste trabalho sao comparados aos da literatura na Tabela 13, nota-se
gue entre as extracdes que usaram solventes apolares, como hexano, gas carbdnico
supercritico e acetato de etila/hexano, o uso de perdxido de hidrogénio representou um
ganho significativo de rendimento para a Chlamydomonas sp. (b). Todavia em termos
numeéricos ainda ndo é competitiva com técnicas extrativas que utilizam solventes polares,
principalmente com a metodologia Bligh and Dyer desenvolvida em 1959 inicialmente
para extracdo de 6leos de peixe (BLIGH; DYER, 1959), que consiste no uso de cloroférmio
e metanol (2:1, v/v) e atualmente ainda é bastante utilizada nas extracGes de lipidios de

microalga (CHENG et al., 2011).

Embora o método Bligh and Dyer seja bastante eficiente na obtencdo de bons
rendimentos, ele ndo é indicado para extrair lipidios para fins transesterificaveis, pois a
metodologia é pouco seletiva e extrai tanto lipidios apolares (desejaveis a producdo de
biodiesel) quanto os polares e ainda é capaz de carrear contaminantes como acucares,

aminodcidos, sais e, pigmentos e proteinas hidrofilicas (MATA et al., 2010).
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Tabela 12 Comparacdo entre rendimento lipidicos obtidos na literatura

Microalga Rendimento Solvente utilizado Referéncia
lipidico % (m/m) na
extragcdo/método

Chlamydomonas sp. 6,1 Hexano (AUTOR, 2016)
(a)

Chlamydomonas sp. 17,4 Hexano (AUTOR, 2016)
(b)

Botryococus 8,8 Bligh and Dyer (LEE et al., 2010b)
Cheatoceros sp. 31 (aproximado) Bligh and Dyer (CHEIRSILP; TORPEE,

Chlorella minutissima

Chlorella sp.

Chlorella vulgaris

Nannochloropsis sp.

Nostoc sp.

Pavlov sp.

Pavlov sp.

Pavlov sp.

Scenedesmus sp

Spirogyra sp.

15,5

13 (aproximado)

9,2

28 (aproximado)

15
44,7

13,5

10,4
>10

Hexano

Bligh and Dyer

Hexano

Bligh and Dyer

Bligh and Dyer

Acetato de

etila/Metanol (2:1)

Acetato de

etila/Hexano (2:1)

CO, supercritico
Bligh and Dyer
Bligh and Dyer

2012a)
(NETO et al., 2013)

(CHEIRSILP; TORPEE,

2012b)
(STERITI et al., 2014)
(CHEIRSILP; TORPEE,

2012b)
(PRABAKARAN, 2011)
(CHENG et al., 2011b)

(CHENG et al., 2011b)

(CHENG et al., 2011b)

(LEE et al., 2010b)
(PRABAKARAN, 2011)

Fonte: AUTOR, 2017
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5.2 Rompimento e degradacdo da parede celular

O aspecto fisico da biomassa residual (Figura 44) é um indicio claro que ocorreram
alteragdes na estrutura celular das microalgas em todas as extracdes. Percebe-se que apds
a agitacdo magnética e a¢ao do solvente n-hexano que a biomassa 2 obtém um tom de
verde mais claro em relacdo a biomassa 1, o aspecto fisico também muda, formando uma

torta de biomassa envolvida em ambiente aquoso.

Figura 42 - Aspecto da biomassa antes e depois da extracdo

—====jp

3 2

1- Crua e liofilizada, 2-Apds extragdo na auséncia de H,0,, 3- Apds extragdo na presenca de H,0,

Fonte: AUTOR, 2017

Durante o contato da biomassa crua com a solucao oxidante, nota-se que logo
apos a adicdo de peroéxido de hidrogénio a extracdo, é formado uma espuma esverdeada
(Figura 45), que é o resultado da decomposi¢cdo de H,0, em dgua (H,0) e gas oxigénio (O;)
além da oxidacdo do material biolégico microalgal, principalmente a parede celular
(STERITI et al., 2014). E a biomassa residual gerada apds acdo oxidativa é totalmente
distinta da biomassa 1 e 2, pois toma um aspecto mais gelatinoso devido a maior presenca
de agua. Tal biomassa ndo possui uma forma fisica definida, sugerindo que ocorreu uma
degradacdo quimica, transformando as células originalmente integra em apenas

fragmentos menores que sdo percebidos na Figura 46 na se¢do 5.2.1.
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Figura 43 - Formacdo de espuma apds adicdo de H,0, as microalgas

Fonte: AUTOR, 2017

5.2.1 Microscopia 6ptica da biomassa crua e residual

As analises de microscopia 6ptica (Figura 46) mostraram claramente que a
biomassas obtidas apds oxidacdo com e sem presenca de H,0, (1, 2 e 3) tiveram seus
pigmentos naturais quimicamente alterados em rela¢do as microalgas antes das extracdes
(4) que apresentou uma tonalidade mais verde. Nas fotos 2 e 3 (Figura 46) percebe-se na
biomassa residual, apds acdo oxidante que formato das células esta totalmente distinto da
foto 4, sendo formado apenas por células vazias e aglomeracdes de fragmentos celulares,
o que também foi percebido nos estudos de rompimento oxidativo da parede celular da
microalga Chlorella Vulgaris por Steriti, 2014, indicativo o sucesso do método para
permitir a extracdo do conteudo citoplasmatico (STERITI et al., 2014) na Figura 47. Na
Figura 46-1 ao contrario da 46-2 e 46-3 ainda se percebe o formato original das células de
microalgas em meio aos fragmentos gerados, ou seja, apenas o solvente n-hexano e a

agitacao nao foram capazes de romper integralmente a parede celular.
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Figura 44 - Microscopia da biomassa

1- Apds extragdo sem H,0,, 2,3 — Apds extragdo com H,0,, 4- Microalga crua

Fonte: AUTOR, 2016

Figura 45 - Parede celular rompida

Fonte: STERITI, 2014

5.2.2 Termogravimetria da biomassa crua e residual

As andlises termogravimétricas de TG e DTG sdao mostradas na Figura 48, onde
Bm1 é a curva para a biomassa crua, isto €, sem passar por nenhum processo de extragao,
Bm2 é a curva para a biomassa residual da extracdo sem contato com H,0, e Bm3 é a
curva para a biomassa residual da extracdo que foi aplicado o método de rompimento

oxidativo utilizando a concentragao de 0,715M de H,0,.

83



Figura 46- Curvas TG e DTG da biomassa residual
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Fonte: AUTOR, 2017

A curva DTG aponta para quatro grandes eventos térmicos que ocorreram para
todas a biomassas analisadas, o primeiro (1) entre 30 a 150 °C trata-se da evaporacdo de
umidade na amostra e evaporacao de solvente residual (GOMES et al., 2015). O segundo
evento (2) entre 150 a 350°C trata-se da decomposi¢cdo de carboidratos simples (GAI et
al., 2015), como amido (CARBINATTO et al, 2012), pectina (CARBINATTO et al., 2012),
carboidratos complexos da biomassa lignocelulésica (i.e. celulose e hemicelulose) e lignina

(LOPEZ-GONZALEZ et al., 2013) além de proteinas e glicoproteinas (CAMPANELLA et al.,
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2012). O terceiro evento (3) entre 350 e 520 °C trata-se a decomposicdo da fracdo lipidica

(GARCIA et al., 2007) e por fim no quarto evento (4) entre 550 a 650 °C é atribuido a

decomposicdo apenas da lignina, que ocorre em dois eventos (LOPEZ-GONZALEZ et al.,

2013). A Tabela 12 resume as principais moléculas presentes na biomassa com suas faixas

de temperatura em que se decompdem na andlise térmica em presenca de gas oxigénio.

Tabela 9 - Principais subtancias presentes na andlise térmica da microalga analisada

Faixa de temperatura (°C) Principais componentes

Referéncias

30-150 Agua
Solventes residuais
Carboidratos simples
Celulose

150-350 Lignina

Hemicelulose

Amido
Pectina
Proteinas e glicoproteinas
350-520 Lipideos

550-650 Lignina

(GOMES et al., 2015)
(GOMES et al., 2015)
(GAl et al., 2015)
(LOPEZ-GONZALEZ et al.,
2013)
(LOPEZ-GONZALEZ et al.,
2013)
(LOPEZ-GONZALEZ et al.,
2013)
(CARBINATTO et al., 2012)
(CARBINATTO et al., 2012)
(CAMPANELLA et al., 2012)
(GARCIA et al., 2007)
(LOPEZ-GONZALEZ et al.,
2013)

Fonte: AUTOR, 2017

A Tabela 13 mostra as perdas de massa das biomassas analisadas que se

correlaciona a Figura 49 permitindo uma comparacdo visual das curvas DTA e DTA. Em

todas as amostras analisadas foi inevitdvel a presenca de umidade (evento 1), pois faz
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parte da natureza dos polissacarideos a boa interacdo com a agua (IQBAL et al., 2013),
contudo em Bm3 a sua presenga aumentou em 3,4 vezes em relacdio a Bml, fato
justificavel, ja que ocorreu o contato com a solucdo aquosa de perdxido de hidrogénio. No
segundo evento percebe-se uma acentuada queda da composicdo da composi¢cao massica
de Bm1 a Bm3, isto é, quanto mais agressivo é o rompimento da PC mais polissacarideos
sao degradados e perdidos, principalmente celulose e hemicelulose ao longo do processo

extrativo.

O Terceiro evento tem suas massas diminuidas de acordo com a eficiéncia da
extracdo de lipideos, isto €, Bm2 e Bm3 em relacdo a Bm1 possuem menos lipideos, pois
passaram por processo de extracao lipidica. J4 o quarto evento é relativo a presenca de
lignina, onde sua composigdo em massa € diminuida em Bm3. O que sobra apds as
anadlises térmicas sdo apenas materiais inorganicos presentes na microalga como os sais

minerais (GOMES et al., 2015).

Tabela 10 Composicao mdssica dos eventos termogravimétricos (%)

Biomassa Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4 Residuos
Bm1l 6,5 38,9 12,0 28,7 13,9
Bm2 7,2 34,9 10,7 29,5 17,7
Bm3 22,3 30,5 8,6 26,4 12,2

Fonte: AUTOR, 2017

Ainda sobre a tabela 13, nota-se que lignina esta presente em torno de 29% da
biomassa crua (Bm1), este valor é semelhante ao encontrado na Bmz2, indicando que os
solventes organicos foram ineficientes para quebrar as ligacGes e intera¢des da lignina, e
qgue devido as propriedades quimicas da molécula que garantem alta rigidez e
impenetrabilidade a parede celular, o que naturalmente dificulta a entrada de solventes

organicos na célula, o que explica o baixo rendimento extrativo obtido. Por outro lado,

86



Bm3 apresentou uma pequena diminuicdo na presenca de lignina, indicando que o uso de
perdxido de hidrogénio promoveu o desprendimento de fragmentos de lignina durante o

processo extrativo o que facilitou a entrada de solvente orgéanico.

Figura 47 - Sobreposicao das curvas TG e DTG
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Fonte: AUTOR, 2017

A Tabela 14 ilustra o decaimento de massa maximo obtido pela curva DTG.
Percebe-se que a biomassa Bm3 (que sofreu rompimento oxidativo da PC) apresentou
todos eventos ocorrendo em temperaturas menores, principalmente os evento relativos a
decomposicdo de carboidratos (evento 2) que fica mais evidenciado na Figura 49-a, onde
todas as curvas estdo sobrepostas. Isto representa a diminuicdo da estabilidade térmica
destes carboidratos, que é consequéncia da agressdo causada pelo efeito oxidativo da

solucdo de peréxido de hidrogénio na estrutura polimérica destes polissacarideos (IQBAL

etal., 2013).
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Tabela 11 Temperatura de maximo decaimento massico (°C)

Biomassa Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4
Bm1l 78,8 283,0 421,3 594,8
Bm2 79,2 282,4 420,2 589,2
Bm3 76,3 278,3 421,1 578,5

Fonte: AUTOR, 2017

A curva DTA (Figura 50) demonstra que apenas o primeiro evento tem um carater
endotérmico (curva concava) o que é esperado, pois tal evento ocorre pela absorgdo de
calor pela 4dgua e solventes ainda presentes na amostra que sdo volatilizados (GOMES et
al., 2015). Nos eventos exotérmicos que acontecem a partir do segundo evento a principal
forma de liberacdo de energia ocorre por reacdes de combustdo do material analisado. E
percebe-se claramente que os decaimentos 2 e 4 da amostra crua (Bm1) liberam mais
calor que nos eventos da Bm2 e Bm3. A integracdo da area da curva TA do evento 2
mostra Bm2 e Bm3 liberando 29 e 68%, respectivamente, menos calor que em Bm1, ja no

terceiro evento, estes valores para Bm2 e Bm3 diminuem, respectivamente, 12 e 42%.
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Figura 48 - Fluxo de calor da biomassa
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Fonte: AUTOR, 2017

Além da diminuicdo do calor emitido, em todos os eventos as curvas Bm2 e
principalmente Bm3 diminuem o fluxo madximo de calor como ressalva a Tabela 15. No
segundo evento o fluxo maximo de calor em Bm1 cai de 49 mW para 7,2 mW em Bm3,
isto é, uma queda de 85%, que é bem perceptivel na Figura 50. Tal fendmeno é mais um
indicativo que o processo de extracdo agrediu a composicdao da material que reveste a
parede celular e que acdo oxidativa empregada teve um significante efeito de degradacdo
(GARCIA et al., 2007), que é confirmado com a diminuicdo das temperaturas de maximo

decaimento de massa (Tabela 15) no evento 2 em Bm2 e principalmente em Bm3,
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apontando para a diminuicdo da estabilidade térmica destes polissacarideos (IQBAL et al.,

2013).

Porém, ao analisar o quarto evento, relativo a presenca de lignina, nota-se que
Bm2 emitiu 1,5% menos calor que Bm1, ja Bm3 emitiu 7,1% menos calor que Bm1, tais
valores sao relativamente baixos quando comparados aos valores obtidos para o segundo
evento térmico. Isto pode ser explicado pela atividade antioxidante que a lignina exerce

para célula (POUTEAU et al., 2003)

Tabela 12 Fluxo maximo de calor dos eventos termogravimétricos (mW)

Biomassa Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4
Bm1l -6,4 49,0 37,9 188,6
Bm2 -10,7 25,5 23,0 185,7
Bm3 -18,6 7,2 13,8 175,2

Fonte: AUTOR, 2017

5.3 Espectros de FTIR

A Figura 51 apresenta os espectros de FTIR dos extratos, envelhecido (EE); com
acdo oxidante (ECO) com 0,715M de H,0, e sem acdo oxidante (ESO). Percebe-se no EE
uma absorcdo (a) alargada e mediana em 3444cm™, caracteristica do estiramento
oxigénio-hidrogénio, que pode ser relacionada tanto para hidroxilas de dgua presente na
amostra, como para hidroxilas de acidos carboxilicos (incluindo os acidos graxos livres),
além de hidroxilas de peréxidos organicos gerados, que em geral na aparecem com muita

intensidade em éleos oxidados (GUILLEN; CABO, 2002).

A banda (b), em 3006 cm™®, relacionada ao estiramento H-C=, é atribuida a

presenca ligacdes duplas no material lipidico (ROHMAN; MAN, 2010). Nota-se que, no EE,
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esta absorcao e’ de menor intensidade relativa quando comparada “as presentes em ECO

e ESO, e que entre estas praticamente ndo ha diferenca visual.

As bandas (c), em 1743cm'1, correspondente ao estiramento da carbonila de éster,
aparece em todos os extratos enquanto que a absorc¢do (c1), em 1710cm™, caracteristica
de dacidos carboxilicos e cetonas, esta presente apenas em EE. De 1743 e 1710cm™
correspondem ao estiramento da carbonila de éster e aldeidos/cetonas respectivamente,
onde os trés espectros apresentam a banda (c) e apenas o do EE aparece a banda (c1),
comprovando que apenas o EE sofreu maior degradacdo. Outra grande distincdo entre o
ECO, ESO e EE esta na regido fingerprint, onde as absorcdes (e), (h), (i), e (j) aparecem

apenas em ECO e ESO. Ja em EE aparecem (f) e (g).

Através dos espectros FTIR, percebe-se que existe diferenca significativa entre o EE
e os outros extratos. Em contrapartida, nota-se forte semelhanca no perfil espectral entre
o ECO e ESO, indicando que embora a a¢do oxidativa promova reac¢des indesejaveis no
material lipidico (GUILLEN; CABO, 2002), nao foi suficientemente forte para degradar
totalmente o material de interesse. As principais funcGes organicas se mantiveram
intactas, sem grandes alteracdes que possam ser percebidas qualitativamente pela
espectroscopia de infravermelho. Dentre os fatores que possivelmente contribuiram para
integridade dos grupos funcionais estdo (1) a escolha das concentragdes entre 0,158 e
0,715M da solugdo de perodxido de hidrogénio, que segundo Steriti (2014), trata-se de uma
faixa ideal para o rompimento celular e maior eficiéncia na extracdo de lipideos e (2) a
presenca de antioxidantes naturais no material citoplasmatico das células de microalgas
(MAADANE et al., 2015) que agiram protegendo os lipidios da acdo degradante do

perodxido de hidrogénio.
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Figura 49 - Espectro de Infravermelho com transformada de Fourier dos extratos
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Fonte: AUTOR, 2017
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5.4 Aspecto fisico do material lipidico

A Figura 52 mostra o aspecto dos extratos obtidos sem e com ac¢do oxidante.
Como ilustrado, o material extraido via rompimento oxidativo se tornou mais claro em
comparac¢do ao extraido na presenga de n-hexano, o que possivelmente foi resultado da
oxidacdo de pigmentos naturalmente presentes na microalga e no extrato (MATA et al.,
2010). Tal resultado é semelhante ao obtido por Zagarese (2001) que estudou o efeito da
radiacdo ultravioleta sobre microalgas e relatou que espécies oxidantes, como o H,0,,
oxidam moléculas fotossintetizantes, provocando o clareamento da cor dos extratos e,
consequentemente, impactando na diminuicdo da absorbancia regido visivel (CARDOSO,

1997).

Figura 50 - Aspecto fisico do extrato lipidico

Sem a¢io oxidante Com ag¢io oxidante

Fonte: AUTOR, 2017

Além disto, tal clareamento do material lipidico pode ser interpretada como uma
resposta a presen¢a de H,0, por moléculas corantes, pois em geral, também possuem
funcdo antioxidante, tal como o betacaroteno. Esses pigmentos agem se auto-oxidando,

inibindo a oxidacdo de outros materiais extraidos (ZAGARESE et al., 2001). Assim fica claro
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gue a presenca de pigmentos e antioxidantes diminuiram apds as extracbes com H,0,,
deste modo é muito provavel que a estabilidade oxidativa do MLE e seus derivados
diminuam significativamente sem a adicdo de antioxidantes sintéticos para compensar

estas perdas. Tal efeito pode ser melhor avaliado em estudos futuros.

5.5 indices de peréxidos organicos

A Figura 53 expressa os valores do indice perdxidos organicos (IPO) dos extratos
ECO e ESO. O dleo ESO, auséncia de contato com H,0,, foi o apresentou menor indice de

perdxidos organicos, 78,4 meq/1000 g.

A literatura pouco reporta valores IPO como estudo de avaliacao de qualidade de
lipideos de microalga, porém quando o IPO do 6leo de oliva comestivel refinado é tomado
como referéncia, o valor obtido neste estudo esta cerca de 4 vezes acima do maximo
permitido pela ANVISA que é de 20 meqg/kg. Contudo esta relagdo cai de 4 para 2,8 ao
comparar o IPO da Chlamydomonas sp. deste trabalho com o IPO do éleo de bruto (27,28
meq/1000g) recém extraido de polpa da macauba (matéria-prima promissora para a

producdo de biodiesel), (AMARAL, 2007).

O acréscimo da concentracdo de perdoxido de hidrogénio aumentou
proporcionalmente os indices de perdxido organicos dos extratos, partindo de 78,4 para
136,6 meq/kg (média dos IPO do material lipidico obtido via rompimento oxidativo da PC),
representando um aumento de 74% do IPO. O que pode ser explicado pelo contato dos
lipideos com a solugdo oxidante, mas também favorecido pela presenca de acidos graxos
poli-insaturados (AGPI) no material lipidico da microalga, que apresentou altos indices de

iodo (discutido no subtépico 5.6).
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Figura 51 - indice de peréxidos obtidos
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Outros fatores relevantes para o aumento do IPO sdo exposicao a luz durante o
processo extrativo e ao aquecimento na evaporacao do solvente organicos (WIDJAJA et
al., 2009). Dentre as concentracGes estudadas, o valor de 0,382M de perodxido de
hidrogénio, além de apresentar maior eficiéncia na obtencdo de maior rendimento

lipidico, provocou no extrato um IPO de 122,8 meq/kg, valor menor que a média de 136,6

meaq/kg

5.6 indice de iodo

A Figura 54 traz os valores dos indices de iodo obtidos neste trabalho. Percebe-se
gue o Material extraido é rico em insaturacdes, calculando-se inicialmente um valor de
232g 1,/100g. Tal indice, embora seja bastante elevado em relagdo aos d6leos vegetais é

95



condizente com os dados da literatura para microalgas com alto concentragdao de acido
graxos poli-insaturados como a microalga Trachydiscus minutus estudada Samek, et al.

(2011), que relata um indice de iodo 200g |,/100g.

Os valores de indice de iodo para os extratos lipidicos obtidos a partir do
rompimento oxidativo para parede celular da Chlamydomonas sp. foram menores ao da
amostra controle, caindo para uma média de 142 1,/100g, isto é, uma diminuicdo de
38,8%. Tal fendbmeno é explicado pela degradagao que dos acidos graxos insaturados

(PULLEN; SAEED, 2012).

Figura 52 - indices de iodo calculado
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A Tabela 17 traz alguns dados da literatura sobre o indice de iodo de algumas
microalgas, nota-se que muitas delas naturalmente ja possuem baixos indices de iodo, isto

devido as variacbes da composicao lipidica de cada género ou espécie.
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Tabela 13 - indice de iodo de extratos de microalga encontrados na literatura

Microalga indice iodo (g Referéncia
1,/100g)
Botryococus sudeticus 78 (SAMEK et al., 2011)
Chlamydomonas sp. 105 (SAMEK et al., 2011)
Dunaliella tertiolecta 121 (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009)
Meyrella sp 77,7 (ASHOKKUMAR; VARALAKSHMI,
2015)
Nannochloropsis sp 52 (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009)
Neochloris oleabundans 102 (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009)
Scenedesmus obliquus 69 (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009)
Scenedesmus rubescens 104,9 (LIN et al., 2012)
Trachydiscus minutus 200 (SAMEK et al., 2011)

Porém SAMEK, et al.

Fonte: AUTOR, 2017

(2011) determinou o indice de iodo do género

Chlamydomonas sp. o mesmo estudado neste trabalho, onde obteve o indice de iodo

cerca de duas vezes menor, um indicativo de perfis lipidicos distintos, o que pode ser

explicado por variacdes das espécies estudas e/ou condicbes de cultivo diferentes (MATA

etal., 2010).

Dentre as microalgas apresentadas na Tabela 17, apenas a Trachydiscus minutus

apresentou um indice de iodo semelhante a microalga chlamydomonas sp. estudada neste

trabalho. Isto ocorre porque o perfil lipidico da Trachydiscus minutus, apresentado na

Tabela 18 é bastante semelhante ao perfil da Chlamydomonas sp. que é discutido no

tépico 5.9. A Figura 55 mostra a semelhanca no perfil lipidico entre essas duas microalgas.
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Tabela 14 - Analise de GC-MS do perfil lipidico da Trachydiscus minutus

Acido Graxo Abundancia %
(m/m)
C14:0 5,13
Ci6:1 7,48
C16:0 9,90
C18:2 12,95
Ci8:1 9,12
C18:0 1,99
C20:4 8,54
C20:5 30,25
C21:0 11,58
C23:0 3,06
Acidos Graxos Saturados (AGS) 31,66
Acidos Graxos monoinsaturados (AGMI) 16,6
Acidos Graxos poli-insaturados (AGP!) 51,74
Total 100,00

Fonte: SAMEK (adaptado), 2011

Como ja foi discutido na se¢ao 3.7.3, um alto valor do indice de iodo é indesejavel
a producdo de biodiesel. Neste sentido Lin et al, 2012, estudou como concentracdo de
ferro 1l no meio de cultivo influencia no perfil lipidico da microalga Scenedesmus
rubescens, notando-se uma diminuicdo de acidos graxos mono e poli-insaturados em
contra posicdo ao aumento dos saturados, o que consequentemente refletiu na
diminuicdo do indice de iodo, de 83,5 para 79,2 1,/100g, ao aumentar a concentragdo de
Fe®" 0,05 para 20,0 mg/|. Tal estudo é um possivel caminho para controle do indice de iodo

da microalga estudada neste trabalho.
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Figura 53 — Semelhanca do perfil lipidico entre a microalga estudada e a Trachydiscus
minutus
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Fonte: AUTOR, 2017

5.7 indices de acidez

A Tabela 19 traz os valores do indice de acidez para os extratos lipidicos. Nota-se que o
rompimento oxidativo da parede celular torna o material cerca de 1,64 vezes mais acido,
saltando de 2,65 para 4,34 mg KOH.g' (média da acidez dos extratos obtidos via

rompimento oxidativo).

O indice de acidez de todos os extratos esta dentro do valor permitido pela ANP
para um 6leo transesterificavel, que é de 0,5 mg KOH.g™. Contudo, esta determinac3o foi
elaborada inicialmente para 6leos vegetais transesterificadveis que naturalmente possuem
baixos valores de acidos graxos livres (AGL) e consecutivamente uma acidez menor

(FRANCO et al., 2013).

A elevagado da acidez apds o rompimento celular é um indicativo que a técnica de
rompimento oxidativo ndo é seletiva apenas a parede celular. Assim, inevitavelmente
alguns lipidios presentes no citoplasma da célula microalgal entraram em contato com a
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solucdo de peroxido de hidrogénio e foram degradados, formando subprodutos
oxidativos, dente eles, os acidos carboxilicos. Porém a presenca destes acidos nao foi
significantemente grande para o surgimento da banda em 3444 cm™ no espectro de FTIR

(se¢do 5.3).

Tabela 15 indice de acidez obtidos

Concentragao de perdxido de indice de acidez
hidrogénio (mol/l) (mg KOH.g™)
Auséncia 2,65%*
0,158 3,11
0,250 5,03
0,382 4,63
0,528 5,45
0,715 3,47
Média dos indices obtidos via 4,34

rompimento oxidativo (a)

*Este valor ndo entra no calculo da média (a)

Fonte: AUTOR, 2017

Contudo, quando sdo comparados os valores obtidos neste trabalho com os
valores reportados na literatura para as microalgas mais comuns na Tabela 20, percebe-se
que o aumento da acidez de 2,65 para 4,34 mg KOH.g' provocado pelo rompimento
oxidativo ainda estd longe da média dos valores de acidez da literatura que é de 14,9 mg
KOH.g™* para extratos lipidicos obtidos por métodos convencionais de extracio com
solventes organicos, como hexano, etanol e o método Bligh and Dyer
(cloroféormio/metanol - 2:1 v/v), todos sem uso de nenhum método de rompimento

oxidativo da parede celular.
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Tabela 16 Comparacdo dos indices de acidez obtidos com os da literatura

Microalga Solvente de extragdo  indice acidez Referéncia
(mg KOH.g™)
Chimydomonas Hexano (CgH14) 2,65 (AUTOR, 2017)
sp
Chimydomonas Hexano (CgH14) 5,45 (AUTOR, 2017)
sp®
Chlorella Hexano (CgH14) 8,97 (MIAO; WU, 2006)
protothecoides
Chlorella sp. Hexano (CgH1a) 10,21 (EHIMEN et al., 2010)
Chlorella Cloroférmio
Vulgaris (CHCl3)/Metanol (CH- 24,67 (KUMAR et al., 2016)
30H) (2:1 v/v)
Scenedesmus Hexano (CgH14) 6,8 (BRANCO; TREVISAN,
accuminatus 2014)
Scenedesmus Cloroférmio
sp. (CHCI5)/Etanol 29.75 (GULDHE et al., 2014)
(CH5CH,OH) (1:1 v/v)
Scenedesmus Etanol (CH3;CH,0H) 9,1 (CHEN et al., 2012)
sp.
Média de indice de acidez obtido na 14,9

literatura pesquisada*

(A) Obtida sem rompimento oxidativo da parede celular

(B) Obtida com rompimento oxidativo da parede celular sob 0,528 M de H,0,

*QOs valores de (A) e (B) ndo entram neste calculo de média

Fonte: AUTOR, 2017
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5.8 Aspecto fisico do biodiesel gerado

Apds a reagao notou-se que o produto transesterificado do MLE com agdo
oxidante tem coloracdo mais clara em comparacao ao outro biodiesel formado, como
ilustra a Figura 56 apresentando uma diferenca de cor bem maior do que entre extratos
com e sem contato com H,0,. Isso sugere os pigmentos naturalmente presentes no
material tiveram suas estruturas alteradas pelo ambiente oxidativo e, ainda que, o
aquecimento promovido durante a transesterificagdo provocou uma aceleragdo
degradativa, sugerindo que o biodiesel do MLE na presenca de perdxido de hidrogénio

perdeu pigmentos que, em sua maioria, atuam como antioxidante naturais.

Figura 54 - Aspecto fisico do biodiesel obtido

1-Biodiesel com agdo oxidante, 2- Biodiesel sem agao oxidante

Fonte: AUTOR, 2017

Porém o aspecto biodiesel sintetizado a partir do material lipidico obtido com e
sem rompimento da parede celular microalgal segue fielmente a recomendacgdo da norma
07/2008 da ANP, que preza por um combustivel limpido e sem impurezas aparentes

(LOBO et al., 2009).
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5.9 Perfil lipidico do biodiesel via CG-MS e indices conversdo

Os cromatogramas do biodiesel do material lipidico extraido (MLE) sem agao
oxidante (BO) é dado na Figura 57 e o biodiesel do MLE com 0,715M de H,0, (B1) dado na
Figura 58. Os ésteres metilicos identificados pela biblioteca do espectrémetro de massa
(MS), tempo de retencdo (TR) em minutos, abundancia no biodiesel (AB) em percentagem
e semelhanca entre espectros de massa (SEE) obtidos com o padrdo de referéncia interno

em percentagem e suas respectivas férmulas moleculares (FM) sdo dados na Tabela 21.

A Figura 59 ilustra o espectro de massa obtido na identificacdo do éster metilico do
acido palmitico (hexadecandico — C16:0), apontando para o pico do ion molecular na razao
carga/massa 270 e o pico base em 74. Este pico se repetiu em todos os espectros de
massa, e € uma confirmacdo da formacdo dos ésteres metilicos, como ja discutido na

sec¢ao 3.9.2.1.

Figura 55 - Cromatograma do biodiesel do MLE sem a¢ao oxidante
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Figura 56 - Cromatograma do MLE com 0,715M de H,0,
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Figura 57 - Espectro de massa obtido para o EM do C16:0
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Tabela 17 Perfil lipidico do biodiesel obtido

Esteres metilicos (EM) de acidos graxos (Biodiesel)

BO B1
EM FM TR AB  SEE(%) TR(min) AB (%) SEE (%)
(min) (%)
C14:3 CisH40, 2503 6,5 68 25,02 2,6 57
C14:0 CisH300, 27,40 14,4 86 27,75 17,9 92
C16:1 Ci/H30, 27,69 6,6 71 27,83 5,1 81
C16:0 Ci7H340, 28,34 16,8 93 28,83 19,3 89
C18:1 CioH3z02 30,09 2,8 89 30,09 1,7 75
C18:3 CioH30, 31,40 4,3 64 31,73 3,8 68
C20:4 CaiHs20, 32,88 38,4 89 33,36 30,3 78
C20:0 CaiH340, 33,08 5,2 78 33,61 13,9 91
C22:4 CasHisO, 38,44 3,2 89 38,46 1,5 68
TOTAL* (%) 98,2 96,1

*Em relagdo a composigdo total

Fonte: AUTOR, 2017

A composicdo lipidica da microalga estudada foi semelhante aos trabalhos de (ICE-

Letal., 2013) que estudou a variacao do perfil lipidico apds variacées de temperaturas.

Sob mesmas condi¢des de sintese, o MLE com ac¢do oxidante obteve conversdes
semelhantes ao MLE na auséncia de H,0, ambos acima de 96% de conversdo em ésteres
metilicos. Contudo, como ja relatado por STERITI et al (2014), a presenca peréxido de
hidrogénio nas extracdes promoveu um aumento de 40% na composicao de cadeias
saturadas, uma diminuicao de 28 e 23% quantidade de cadeias mono e poli-insaturados,

respectivamente, como ilustra a Figura 53.
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Figura 58 - Altera¢dao de composi¢dao do ML apds contato com H,0,
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Fonte: AUTOR, 2017

Tal resultado também observado por Steriti como e ilustra a Figura 61 que

pertence a um dos seus trabalhos, onde ilustra o aumento acentuado de acido graxos

saturados, monoinsaturados e C18:2 apds rompimento celular com H,0;,e H,0, + FeSO,.

Ainda segundo Steriti tal perfil é mais desejado para sintese de biodiesel, principalmente

pelo aumento da resisténcia oxidativa da cadeia carbonica (PULLEN; SAEED, 2012) e a

diminuicdo do indice de iodo.
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Figura 59 - Diminuicdo do numero de insaturacdes no MLE apds uso de H,0,
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Fonte: STERITI, 2014 (ADAPTADO)

A Tabela 22 ilustra a mudanca no perfil lipidico da microalga Chlorella Vulgaris
ap6s rompimento oxidativo da PC estudado por STERITI et al (2014), tais resultados se
assemelham aos obtidos neste trabalho, como o aumento da concentracdo de C14:0,

C16:0 e C18:0 e diminuicdo de C18:3.
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Tabela 18 Mudanca do perfil lipidico da Chlorella Vulgaris apds rompimento oxidativido da

PC

Acido Graxo

C14:0
C16:0
Cle:1
C17:0
C17:1
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3
C20:0
C20:5

C22:0

Abundéncia % (m/m)

Sem Rompimento Com rompimento- H,0;

Com rompimento- H,0; +

FeSO,
0.6 +0.23 1.28 £+ 0.01 0.59+0.1
9.1+0.1 30.45+1.35 29.88 £ 0.59
2.07 £0.02 8.52+0.31 18.37 £ 0.07
6.26 +0.73 10.83 £ 0.27 1.38+0.14
0.33 +0.07 ND 1.02 +0.09
1.35+0.27 2.94 +0.05 2.89 +2.07
499 +0.21 14.12+2.74 13.48 +0.11
8.38+0.88 15.51 £ 0.65 8.51+0.31
42.32 +0.45 15.72+1.29 16.32+1.53
2.05+0.33 0.63 £ 0.07 2.82+2.57
1.19+1.19 ND ND
21.37+1.12 ND ND

Fonte: STERITI, 2014 (ADAPTADO)

5.10 Outras moléculas presentes na composi¢dao do biodiesel

A andlise de GC-MS identificou outras moléculas além de ésteres metilicos

presentes em quantidades pequenas (cerca de 4% da composi¢dao total) no biodiesel

gerado, as principais sao listadas na Tabela 23.
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Tabela 19 Compostos identificados no biodiesel

Grupo Composto FM TR (min)

Hidrocarbonetos Solvente izl 1-16 e 20,56

de cadeia curta

Fitol Ca0H400 31,70

3,7,11-trimetil-dodecan-1-ol C1sH3,0 21,52

Alcoois 1-heptatriacontanol Cs7H760 23,86

Heptriacontan-1-ol Cs7H760 45,384

Acidos graxos Acido cis-eicos-13-endico (C20:1) C,1H4,0, 49,74

TAGs Monoglicerideo de acido alfa- Cy1H3604 40,40
linolénico

Terpenos Esqualeno CsgHso 45,48

Esterdides Etil iso-allocholate Cy6H4405 48,74

(3B,5a)-2-metileno-colestan-3-ol CygHag0 19,71

Outros diiso-octil-ftalato Cy4H4504 41,05

Fonte: AUTOR, 2017

O Heptriacontan-1-ol, 3,7,11-trimetil-dodecan-1-ol e o Heptriacontan-1-ol sdo
alcodis graxos, ou seja, de candeias longas e provavelmente vieram da hidrélise de ceras.
J4 o fitol (Figura 62) é uma molécula terpendide presente na composicdo comum dos tipos
de clorofila e naturalmente presente na composi¢cdo nos extrato lipidicos de microalgas,
dentre as suas func¢des estd atividade anti-oxidante e microbiolégica (SANTOYO et al.,

2012)

Figura 60 - Estrutura do fitol

OH
W

Fonte: AUTOR, 2017
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Foram identificados ainda resquicios de acidos graxos e monoglicerideos, como
resultado da sintese incompleta de biodiesel, além de esteroides que desempenham
fungdes biologias importantes para as microalgas. Em 45,48 minutos foi identificado foi o
esqualeno (Figura 63), um importante intermediario na biossintese de esteroides, além de
apresentar atividade antioxidante e cumprir inidmeras fungdes bioldgicas, como a funcao
de controle de muta¢do de genes. E comumente encontrado em microalgas e espécies
marinhas, sendo a principal fonte para extracdo é o d6leo de tubardo. (KAJIKAWA et al.,
2015). O esqualeno também foi encontrado no extrato lipidico da microalga botryococcus
sp. agindo como um importante metabdlito na sintese de outros isoprenos e

antioxidantes (VOLKMAN, 2014).

Figura 61 - Estrutura do esqualeno

Fonte: AUTOR, 2017
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6 CONCLUSOES

Ap0ds o estudo do método oxidativo com perodxido de hidrogénio (H,0,) como agente

oxidante no rompimento da parede celular, pode-se concluir que:

1.

O uso de H,0, promoveu um aumento significativo nos rendimentos lipidicos até
uma concentragao limite (0,382 mol/L); a partir desta concentragdo se observa a
diminuicdo do rendimento extrativo;

A oxidacdo ndo foi restrita apenas a parede celular, pois o contato com H,0,
promoveu degradagdao de pigmentos, tornando o material com tonalidade mais
clara;

A microscopia dptica mostrou que as células das microalgas submetidas a oxidacao
ficaram mais claras, sem material intracelular e com parede danificada, indicando a
eficiéncia do rompimento, o que pode ser comprovado por termogravimetria da
biomassa residual através dos eventos de decomposicdo do material que reveste a
parede celular.

As analises térmicas sugeriram um alto teor de lignina na biomassa analisada.
Apds a acdo oxidativa do perdxido de hidrogénio, a substancia foi pouco alterada
sugerindo que a presenga natural de lignina na parede celular representa uma
barreira contra a extracdo de lipideos, pois garante rigidez e impenetrabilidade a
célula da microalga estudada;

O rompimento oxidativo da PC elevou os indices acidez dos extratos, porém tais
valores ainda estdo menores em relagdo aos valores das microalgas encontrados
na literatura;

O material lipidico também sofreu degradacdo promovendo acréscimo do indice
de peréxidos organicos gerados. Tal aumento, contudo, ndo desqualifica o uso
deste material para producdo de biodiesel, ja que extratos brutos de oleaginosas

também apresentam indices de IPO elevados;
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7. Os espectros de FTIR dos extratos mostram que o uso de peroxido nas
concentragdes empregadas ndo alterou significativamente os lipidios e seu perfil
espectroscopico;

8. As andlises de GC-MS e indice de iodo comprovaram que a uso do agente oxidante
promoveu alteracdo nas cadeias mono e poli-insaturadas, fato que pode ser
visualizado através do percentual de acidos graxos saturados no perfil lipidico. Fato
gue também se refletiu na diminuicdo dos indices de iodo, o que é vantajoso para
a estabilidade oxidativa do biodiesel gerado a partir deste material lipidico;

9. As analises de GC-MS identificaram também antioxidantes naturais no biodiesel
provenientes do material lipidico bruto da microalga;

10. A fracdo lipidica obtida com tratamento H,0, foi transesterificada obtendo-se

acima de 96% biodiesel.
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7 SUGESTOES PARA PROXIMOS ESTUDOS

1. Detalhar a composicdo quimica da parede celular da microalga e adequar métodos
de extracdao baseada nesta composicao e que permitam seletividade no
rompimento da parede celular;

2. Aplicar o método estudado neste trabalho com outros géneros e espécies de
microalga;

3. Avaliar o efeito fotocatalitico da luz ultravioleta em distintos comprimentos de
ondas na oxidacdo da PC e como isto afeta as propriedades do material extraido;

4. Estudar os efeitos cataliticos da reacdo de Fenton no método oxidativo utilizando
H,0, como agente oxidante;

5. Estudar a eficiéncia de hipoclorito como agente oxidante da parede celular da
microalga;

6. Estudar a associacdo de métodos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos ao método de
oxidacdo da parede celular para fins de extracdo de lipideos;

7. Associar o método de oxidacdo da parede celular com métodos de
transesterificacdo in situ do material lipidico da microalga;

8. Quantificar a estabilidade oxidativa do MLE e o biodiesel formado apés oxidagao

da PC via uso de método Rancimat e/ou PDSC.
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