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Resumo

ELICKER, Carolina. Perfil de acidos graxos do biodiesel obtido por esterificacdo
in-situ da biomassa das algas Palisada furcata, Phormidium sp.,
Chroococcales sp. e Pseudanabaena sp. 2014. 78f. Dissertacao (Mestrado) —
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Neste trabalho, € investigada a eficiéncia de quatro diferentes solventes
organicos na extracdo de lipideos da biomassa da macroalga Palisada furcata,
empregando ultrassom como promotor de reacgdo. Adicionalmente, € mostrada
sintese de biodiesel a partir da biomassa da macroalga Palisada furcata e das
cianobactérias Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp., utilizando
uma metodologia de esterificacdo in-situ com catalise acida e assisténcia por
ultrassom. Dentre os solventes organicos, o cloroférmio apresentou maior eficiéncia
na extracdo de lipideos totais da macroalga P. furcata, entretanto, ndo houve
diferencas significativas entre os perfis de acidos graxos em funcdo do solvente
utiizado. Os perfis de acidos graxos, elucidados por CG-FID e CG-MS,
apresentaram de 69-76% de acidos graxos saturados, 16-22% de acidos graxos
monoinsaturados e 7 a 10% de &cidos graxos poli-insaturados. O perfil de ésteres
metilicos de acidos graxos do biodiesel derivado da biomassa de P. furcata foi
semelhante ao determinado na extracdo empregando metanol. As cianobactérias
Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp. apresentam contetdo
lipidico total de 5-11% e percentagem de conversao de lipideos a biodiesel variavel
entre 11-14%. O biodiesel derivado da biomassa das cianobactérias apresentaram
de 42-51% de &cidos graxos saturados, 33-46% de acidos graxos monoinsaturados
e 4-18% de acidos graxos poli-insaturados. O procedimento descrito neste trabalho
pode ser considerado uma metodologia econdmica e ambiental para reagfes de
esterificacdo com importancia comercial. Vantagens significativas do método incluem
baixo custo do catalisador, facilidade de execucao da reacdo, manipulacéo simples,
tempos de reacgao reduzidos e condugéo da reacao a temperatura ambiente.

Palavras-chave: Palisada furcata. Chroococcales sp. Phormidium  sp.
Pseudanabaena sp. Acidos graxos. Biodiesel. Cromatografia gasosa.



Abstract

ELICKER, Carolina. Perfil de acidos graxos do biodiesel obtido por esterificacdo
in-situ da biomassa das algas Palisada furcata, Phormidium sp.,
Chroococcales sp. e Pseudanabaena sp. 2014. 78f. Dissertacao (Mestrado) —
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

In this work, is investigated the effect of four different organic solvents on lipids
extraction from biomass of macroalgae Palisada furcata, using ultrasound as a
reaction promoter. Also, is showed biodiesel synthesis from biomass of macroalgae
Palisada furcata and cyanobacteria Chroococcales sp., Phormidium sp. and
Pseudanabaena sp., using an in-situ esterification method with acid catalysis and
ultrasound assistance. Among organic solvents, the chloroform showed greater
efficiency to extract total lipids, however, there were no significant differences
between the fatty acids profiles due to the solvent used. The fatty acids profiles,
elucidated by GC-FID and GC- MS, showed 69-76% of saturated fatty acids, 16-22%
of monounsaturated fatty acids and 7-10% of polyunsaturated fatty acids. The fatty
acids methyl esters profile of biodiesel derived from the biomass of P. furcata was
similar to that determined in extraction using methanol. Cyanobacterias
Chroococcales sp., Phormidium sp. and Pseudanabaena sp. present the total lipid
content of 5-11% and the conversion of lipids to biodiesel variable between 11-14%.
Biodiesel derivated of cyanobacteria biomass showed 42051% of satured fatty acids,
33-46% of monounsaturated fatty acids and 4-18% of polyunsaturated fatty acids.
The procedure described in this work could be considered an economical and
environmental methodology to esterification reactions with commercial importance.
Significant advantages of the method include low cost of the catalyst, the reaction is
easy to execute, simple manipulation, the required reaction times are shorter and the
reaction can be conducted at room temperature.

Key-words: Palisada furcata. Chroococcales sp. Phormidium sp. Pseudanabaena
sp. Fatty acids. Biodiesel. Gas chromatography.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o mundo vem enfrentando problemas econémicos e
ambientais cruciais, tais como o esgotamento dos combustiveis fésseis e mudancas
climaticas. Estas questdes levaram a expansao das pesquisas e desenvolvimentos
em energia alternativa com alta renovabilidade e sustentabilidade (JUNG et al.,
2013). Biodiesel é um excelente substituto para o combustivel diesel convencional,
pois € um dos biocombustiveis com as caracteristicas mais compativeis com o
combustivel féssil (6leo diesel), com a vantagem de ser renovavel, ndo téxico e
biodegradavel (DAROCH, GENG e WANG, 2013; SUGANYA e RANGANATHAN,
2012). A maior parte do biodiesel atualmente produzido no mundo deriva do 6leo de
soja, porém, tradicionalmente, todos os 6leos vegetais enquadrados na categoria de
Oleos fixos ou triglicerideos podem ser transformados em biodiesel (FERRARI,
OLIVEIRA e SCABIO, 2005).

As algas sdo um grupo extremamente diversificado de organismos, e esta
diversidade se reflete na sua composicdo bioquimica. Uma vez que os fatores
bioldgicos, fisicos e quimicos influenciam o crescimento das algas, a composi¢ao
bioguimica pode ser alterada significativamente pelas suas condi¢des de cultivo. Por
esta razdo, estes seres sao fonte potencial de uma quase ilimitada gama de
compostos (BOROWITZKA, 1993). Em especial, as algas tem sido consideradas
como uma das matérias-primas mais promissoras para a producao de biodiesel,
devido ao seu curto ciclo celular (alta taxa de crescimento), alto teor de 6leo e forte
capacidade de adaptacdo ao meio ambiente (alta salinidade, presenca de ions de
metais pesados e outros compostos toxicos, alta concentracdo de CO,, etc.), o que
permite o cultivo em terras inexploradas, sem ocupar areas araveis (CHISTI, 2007,
JOHNSON e WEN, 2009; PEREIRA et al., 2012).

A producdo de biodiesel é tecnologicamente bem dominada. Quaisquer

matrizes ricas em lipideos (inclusive gorduras animais) podem, em tese, ser
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utilizadas para produzir o combustivel (LOURENCO, 2006). Entretanto, nem todo
Oleo vegetal pode (ou deve) ser utilizado como matéria-prima para a producédo de
biodiesel, isso porque alguns 6leos vegetais apresentam propriedades nao ideais
que séo transferidas para o biocombustivel e que o torna inadequado (RAMOS et al.
2003). Algas sintetizam diferentes tipos de lipideos dependendo da espécie e, muito
embora nem todos os 6leos sejam satisfatérios para a producédo de biodiesel, 6leos
utilizaveis ocorrem comumente (CHISTI, 2007; PEREIRA et al, 2012). Algas
correntemente sdo constituidas de lipideos neutros, que compreendem acilglicerois
e acidos graxos livres (AGL - divididos em hidrocarbonetos, esterdis, cetonas,
carotenos e clorofilas), e lipideos polares, subcategorizados em fosfolipideos e
glicolipideos (CHISTI, 2007; HALIM, DANQUAH e WEBLEY, 2012; MEDINA et al.,
1998). Acilglicerois sdo desejaveis para a producdo de biodiesel em escala
comercial, principalmente por serem transesterificados por catalise bésica, mais
barata (HALIM, DANQUAH e WEBLEY, 2012). Catalisadores acidos, por sua vez,
tem a vantagem de catalisar simultaneamente a transesterificacdo de acilglicerois e
a esterificacdo de acidos graxos livres, aumentando, assim, o rendimento tedrico
global da reacéo e permitindo a utilizacdo de espécies que contém alto contetido de
acidos graxos livres (VYAS, VERMA e SUBRAHMANYAM, 2010).

O biodiesel de algas € produzido principalmente por via convencional:
extracdo dos lipideos a partir da biomassa de algas, seguido pela conversdo a
ésteres de acidos graxos e glicerol (MIAO e WU, 2006; XU et al., 2006). No entanto,
tal método € demorado, caro e dificil de ser aplicado, principalmente considerando a
etapa extracao do 6leo, dificultada devido as paredes celulares rigidas das células
algais (JOHNSON e WEN, 2009). Recentemente o0 método de transesterificacdo in-
situ, onde ha contato do alcool diretamente com a biomassa algal em vez de reagir
com Oleo pré-extraido, tem recebido muita atencédo para a producdo de biodiesel a
base de algas (LI et al., 2011), devido a simplificacdo do processo.

A busca por matérias-primas ideais, constituidas por altos teores de 6leo, com
taxas de crescimento elevadas e pequena ocupagdo de é&reas araveis levou a
utilizacao de algas para producéo de biodiesel. Aliado a isso, o desenvolvimento de
metodologias visando maiores rendimentos de extracdo/conversao e diminuicdo do
tempo reacional resultou no uso da sonoquimica para producdo deste
biocombustivel. Dentro deste contexto, foi utilizada biomassa algal para sintese de

biodiesel via transesterificacdo e esterificagao in-situ assistida por ultrassom.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintese de biodiesel em microescala a partir da biomassa da macroalga
Palisada furcata e das cianobactérias Chroococcales sp., Phormidium sp. e

Pseudanabaena sp.

2.2.1 Objetivos especificos

a) Avaliacdo do desempenho de diferentes solventes orgéanicos na extragao
de lipideos totais e determinacdo da composi¢cdo de acidos graxos da macroalga
Palisada furcata utilizando os diferentes solventes extratores;

b) Determinacdo do perfil de &cidos graxos do biodiesel sintetizado via
esterificacdo in-situ a partir da biomassa da macroalga Palisada furcata e das

cianobactérias Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp.
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3.1 Oferta e demanda energética: contexto brasileiro
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No Brasil, em 2012, a oferta interna de energia atingiu 283,6 milhdes de

toneladas equivalentes de petroleo (Mtep) (Tabela 1),

representando um

crescimento de 4,1% com relagdo ao ano anterior. Gas natural, petréleo e derivados

responderam a 97% deste incremento, uma vez que houve estagnacao da oferta

interna de biomassa da cana (etanol) e de hidroeletricidade (BRASIL, 2013). Neste

mesmo ano, 0 consumo energético no pais atingiu 253,4 Mtep, representando um

crescimento de 3,1% com relacdo a 2011. As fontes de energia consumidas sao

mostradas na Figura 1, onde se pode notar que as fontes ndo renovaveis sdo

responsaveis por mais de 40% do consumo de energia no pais.

Tabela 1 — Oferta interna de energia no Brasil.

Variacao
FONTE 2011 2012 2012 2011/2012
Mtep % %

RENOVAVEL 119,8 120,2 42,4
Energia Hidraulica e Eletricidade 39,9 39,9 13,8 -1,9
Cana-de-acUcar e derivados 42,8 436 154 +1,9
Lenha e Carvao Vegetal 26,0 25,7 9,1 -1,0
Outras Renovaveis 11,1 11,8 4,1 +5,8
NAO RENOVAVEL 152,5 163,4 57,6
Petrdleo 105,2 111,2 39,2 +5,7
Gas Natural 27,7 32,6 11,5 +17,6
Carvao Mineral 155 15,3 5,4 -1,0
Uréanio e derivados 4,2 4,3 1,5 +2,4

FONTE: Adaptado de BRASIL (2013).
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Outras fontes3 ,
1 7,2%
18,0% Gas natural 7,2%
Lenha 6,5%
Lixivia 1,8%
Querosene 1,5% Bagaco de cana
11,2%
GLP 3,2%/
Gasolinaz 9,7% Eletricidade
16,9%
Oleo combustivel
1,6%
Oleo diesel* Etanol 4,2%
18,3%
B Gas natural H Lenha W Bagagodecana M Eletricidade
M Etanol m Oleo diesel’ m Oleo combustivel M Gasolina?
GLP W Querosene W Lixivia Outras fontes?

Figura 1 — Grafico do consumo final de energia por fonte (%) ! Inclui biodiesel; 2 Inclui apenas
gasolina A (automotiva); 3 Inclui gas de refinaria, coque de carvao mineral e carvdo vegetal, entre
outros. Adaptado de BRASIL (2013).

A utilizacdo destas fontes ndo renovaveis se da largamente no setor de
transportes, demandando 31,2% da energia utilizada no pais (atras apenas do setor
industrial) (Figura 2). Conforme o Balanco Energético Nacional (BRASIL, 2013),
entre todos os setores consumidores de energia, 0 setor de transportes foi o que
liderou o crescimento da demanda, alcan¢ando crescimento de 7,2% com relacdo a
2012, fato diretamente relacionado ao aumento da frota de veiculos leves no pais
(cerca de 3,8 milhfes de veiculos vendidos em 2012, um aumento de 4,6% com
relacdo ao ano anterior). Dentro deste segmento, verifica-se a expressiva utilizagao
de combustiveis fosseis, com destaque para o diesel (48,1%) (Figura 3). Este fato é
especialmente preocupante quando se tem a quantificacdo do total de emissdes
associadas a matriz energética brasileira, que atingiu, no ano de 2012, 429,0 MtCO,-
eq, sendo a maior parte desse total gerado no setor de transportes (109,3 MtCO,-
eq, 48,8%) (BRASIL, 2013).
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Figura 2 — Grafico do uso da energia no Brasil por setor (%).Adaptado de BRASIL (2013).
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Figura 3 — Gréfico do consumo de energia nos transportes (%).Adaptado de BRASIL (2013).
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3.2 Biodiesel

Os biocombustiveis sdo uma fonte de energia renovavel produzida a partir da
biomassa, que podem ser substituintes dos combustiveis derivados do petroleo
(DERMIBAS, 2010). O biodiesel € composto de uma mistura de alquil ésteres de
acidos graxos de cadeia longa, e representa um dos combustiveis renovaveis mais
importantes atualmente (KNOTHE et al., 2006; PINTO et al. 2005).

A utilizag&do de biodiesel como combustivel alternativo para motores do ciclo
diesel pode ser realizada devido a semelhanca com o diesel de petréleo em algumas
caracteristicas como o numero cetano, calor de combustdo, ponto de fluidez,
viscosidade cinematica e estabilidade a oxidacdo e lubricidade, apesar das
diferentes constituicées quimicas (FAGUNDES, 2011; KNOTHE et al., 2006). Além
disso, ele representa vantagens sobre os combustiveis de petréleo no que diz
respeito a questbes ambientais, sendo virtualmente livre de enxofre e compostos
aromaticos, possuir menores indices de emissdo de particulas, hidrocarbonetos,
monoxido de carbono e diéxido de carbono, além de ter carater ndo toxico e ser
biodegradavel (FERRARI, OLIVEIRA e SCABIO, 2005).

O Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB), foi criado no
Brasil em dezembro de 2004 (GARCEZ e VIANNA, 2009), objetivando incentivar a
producdo e uso do mesmo, com enfoque na obtencdo de combustiveis alternativos
aos combustiveis fosseis e no desenvolvimento econémico do pais (BEATRIZ,
ARAUJO e LIMA, 2011). Para atender as politicas do governo brasileiro de
incorporacédo de 5% de biodiesel no diesel convencional (B5), estima-se que cerca
de 2,6 bilhdes de litros de biodiesel sejam produzidos anualmente (ALBARELLI et
al., 2011).

3.2.1 Producéao de biodiesel

A producgéo de biodiesel se da através de varios processos e um deles é um
processo quimico chamado transesterificacdo (Figura 4), que consiste de uma série

de reacgdes quimicas sucessivas em que triglicerideos sao convertidos em ésteres
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de &cidos graxos (biodiesel) e glicerol. Este processo ocorre na presenca de um
alcool de cadeia curta, para garantir facil separacéo, e é catalisado por uma base ou
acido forte (SINGH e SINGH, 2010).

Ry
Ry \A\o
(o)
o} OH
% R4/
o]
R, OH R,
cat.
+3R;-OH = +
o] ;
o Alcool 0 O—Ry
OH
Glicerol R4
(0] \o
D~
R3
Rs o
Triglicerideo
Biodiesel

Figura 4 — Esquema da reacdo de transesterificacdo de triglicerideos. Ri, R,, Rz e R, = cadeias
hidrocarbénicas. (LOBO, FERREIRA e CRUZ, 2009).

Industrialmente, o biodiesel ainda é em grande parte produzido por catalise
alcalina em meio homogéneo (CORDEIRO et al., 2011), utilizando principalmente
NaOH e KOH (VICENTE, MARTINS e ARACIL, 2004). Catalisadores acidos, tais
como H,SO,4, H3PO4, BF3, HCI e acidos organicos sulfénicos, também podem ser
utilizados como catalisadores homogéneos para producéo do biodiesel (LOTERO et
al., 2005), sendo particularmente interessantes para a sintese de biodiesel a partir
de matérias-primas associadas a altos teores de acidos graxos livres e agua (p. ex.
O0leo de fritura residual), uma vez que tem a capacidade de catalisar
simultaneamente  esterificagcdo e transesterificacdo (VYAS, VERMA e
SUBRAHMANYAM, 2010).

A escolha da matéria-prima ideal para a producdo de biodiesel € de suma
importancia, uma vez que o0 correto balanco entre acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados resulta em caracteristicas ideais para este
biocombustivel. Sabe-se que ésteres monoalquilicos de acidos graxos com cadeias

hidrocarb6nicas saturadas de C16 (palmitico) e C18 (estearico), tem uma tendéncia
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maior a se solidificarem a baixa temperatura do que as cadeias de até 18 carbonos
com uma ou mais insaturacdes podendo, portanto, tornar o biodiesel impréprio para
0 uso em climas frios. Todavia, essa caracteristica ndo elimina a possibilidade de
uso dos ésteres com cadeias saturadas serem utilizados na producao de biodiesel,
mas limita seu uso em forma pura ou em misturas maiores que B20 apenas a climas
tropicais (DABDOUB, BRONZEL e RAMPIN, 2009). Em contrapartida, a presenca de
teores elevados de acido linolénico (C18:3) ou acidos graxos com 4 ou mais
insaturacdes no Oleo resultara em uma tendéncia muito elevada a se oxidarem
(KNOTHE et al., 2006), o que pode levar a formacdo de compostos que tornariam o
biodiesel improprio. Sendo assim, um balanceamento entre acidos graxos saturados
e acidos graxos insaturados poderia resultar em caracteristicas ideais para este
biocombustivel.

A maior parte do biodiesel atualmente produzido no mundo deriva do Oleo de
soja, porém, tradicionalmente, todos os 6leos vegetais enquadrados na categoria de
Oleos fixos ou triglicerideos podem ser transformados em biodiesel (FERRARI,
OLIVEIRA e SCABIO, 2005). No Brasil existem varias espécies vegetais em
abundéancia que podem ser utilizadas para fabricagcdo do biodiesel, tais como soja,
correspondente a 69,6% do total de 6leo utilizado na producéo deste biocombustivel
no ano de 2012, além de mamona, dendé (palma), girassol, babacu, amendoim,
pinhdo manso, milho, algoddo dentre outras. Matérias primas de origem animal
também podem ser utilizadas, sendo o sebo bovino correspondente a 14,7% do total
de Oleo utilizado na producédo de biodiesel em 2012, atras apenas do 6leo de soja
(BRASIL, 2013; SANTOS e PINTO, 2009).

3.3 Algas

O termo alga ndo tem valor taxonémico (LOURENCO, 2006), englobando
organismos com clorofila e outros pigmentos fotossintéticos, 0os quais sao capazes
de realizar a fotossintese oxigénica, e sua caracterizagdo (sistematica) implica a
consideracdo de uma série de critérios. No passado eram consideradas plantas,
porém nao possuem folhas, raizes ou mesmo tecidos vasculares. Atualmente neste

grupo estdo também incluidos organismos com estruturas celulares procarioticas e
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eucaridticas, que, apesar das diferencas estruturais e morfolégicas entre o0s
representantes de cada divisdo, séo fisiologicamente similares e apresentam um
metabolismo analogo aquele das plantas (ABALDE et al., 1995; BENEMANN, 1997;
HOEK, MANN e JAHNS, 1995; RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2001).

Basicamente, todas as utilizacbes comerciais das algas estéo relacionadas,
além da sua capacidade de crescer rapidamente, & sua composi¢cdo quimica, que
sofre variacbes em resposta as condicbes de cultivo (intensidade luminosa, a
temperatura e a composicdo quimica do meio de cultura). Essa caracteristica
permite explorar de forma conveniente esta variabilidade, pois é viavel cultivar algas
de forma a aumentar a concentracdo de substancias de interesse (LOURENCO,
2006). Desta forma, as algas vem sendo aproveitadas em atividades econdmicas
(PULZ e GROSS, 2004).

Nos ultimos anos, vem crescendo um grande interesse na utilizacdo de algas
para producdo de biocombustiveis, especialmente biodiesel, uma vez que, aliado ao
fato de ser uma grande fonte de energia renovavel, a produtividade de 06leos por
algas tem sido descrita como sendo substancialmente superior ao observado com as
culturas de oleaginosas convencionais, podendo algumas delas acumular grandes
quantidades de triacilglicerois, embora o teor em 0Oleo varie com a espécie de alga
utilizada e com as condi¢cdes e meio de cultivo (MATA, MARTINS e CAETANO,
2010; SCOTT et al., 2010). O seu elevado potencial de producédo de Oleo por
unidade de area faz com que muitos pesquisadores classifiguem as algas como a
Unica fonte de lipideos/biodiesel capaz de substituir completamente o diesel fossil
(SHEEHAN et al., 1998; TEIXEIRA e MORALES, sem data).

3.3.1 Producéao de biodiesel a partir de biomassa de algas

Transesterificacdo de Oleos para producdo de biodiesel utilizando catalisador
basico € o método atual de preferéncia usado por grandes usinas de biodiesel
comerciais, devido a alta eficiéncia e baixo custo de catalisador (DAROCH, GENG e
WANG, 2013). Contudo, para producdo de biodiesel a partir de biomassa algal, a
utilizacdo de catalisadores alcalinos ndo é recomendada, uma vez que a principal

desvantagem do método € a formacdo de sabdo na reacdo entre 0s acisos graxos
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livres e o catalisador basico. O teor de acidos graxos livres de algumas espécies de
algas pode alcancar taxas de 35,1% (HAAS e WAGNER, 2011), muito superiores ao
limite de 3% recomendado para catalise alcalina (VYAS, VERMA e
SUBRAHMANYAM, 2010). Catalisadores acidos, por sua vez, tem a vantagem de
catalisar simultaneamente a transesterificacdo de acilglicerois e a esterificacdo de
acidos graxos livres, aumentando, assim, o rendimento tedrico global da reacdo e
permitindo a utilizacdo de espécies que contém alto conteido de &cidos graxos
livres (VYAS, VERMA e SUBRAHMANYAM, 2010).

Tradicionalmente, a producgéo de biodiesel compreende duas etapas: extracao
de 6leo, geralmente com um solvente ou uma combinacédo de solventes (BELARBI,
MOLINA e CHISTY, 2000; FAJARDO et al., 2007), e subsequente transesterificacao
com alcool e catalisador. Esta sequencia usualmente utilizada na producdo de

biodiesel de algas é mostrada na Figura 5.
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Figura 5 — Fluxograma do processo tradicional com duas etapas: extracdo e posterior
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Uma abordagem alternativa chamada esterificagdo/transesterificacdo direta
ou in-situ € um conceito de uma etapa em que o biodiesel € sintetizado diretamente
da biomassa de algas, através da esterificacdo de &acidos graxos livres e da
transesterificacao dos acilglicerois (DAROCH, GENG e WANG, 2013; LI et al., 2011,
WAHLEN, WILLIS e SEEFELDT, 2011). Associada a diversas melhoras no
rendimento da producao de biodiesel a partir de variadas matrizes em comparacao
com a abordagem tradicional, esta metodologia combina a extracédo e esterificacao
de lipideos em um unico passo, simplificando assim o processo necessario para a
producdo de biodiesel a partir da biomassa de algas (HALIM, DANQUAH e
WEBLEY, 2012). Esta nova proposta, mostrada na Figura 6, envolve a adicéo
simultanea de metanol e um catalisador acido a biomassa de algas (geralmente na
forma de po6 seco). O metanol extrai os lipideos da biomassa das algas e, catalisado
por &cido, sequencialmente transesterifica ou esterifica os lipideos extraidos para
produzir ésteres metilicos de acidos graxos (biodiesel).
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¥
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Figura 6 — Processo alternativo, com extracéo e transesterificacdo simultaneas de lipideos de algas.
Adaptado de Halim, Danquah e Webley (2012).
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Nos ultimos anos, diversos trabalhos vem sendo publicados mostrando o
aprimoramento de metodologias para sintese de biodiesel derivado do 6leo de algas
(Tabela 2).

Afify, Shalaby e Shanab (2010), investigaram o potencial de oito algas para
producdo de biodiesel: quatro macroalgas roddfitas (Gelidium latifolium,
Asparagopsis taxiformis, Galaxaura oblongata e Jania rubens), uma macroalga
clordfita (Ulva lactuca), uma macroalga heterocontéfita (Colpomenia sinuosa), uma
microalga clorofita (Dictyochloropsis splendida) e uma cianobactéria (Spirulina
platensis). Os autores utilizaram dois sistemas de solventes extratores: hexano/éter
de petréleo, que resultou em baixas recuperacbes de lipideos; e
Cloroféormio/Metanol, que se provou ser mais eficiente para extracdo de lipideos,
dependendo da espécie de alga. O Oleo extraido das amostras foi, entéo,
transesterificado com NaOH e metanol. Os rendimentos de biodiesel obtidos
variaram entre 0,25% e 8,75%, dependendo da espécie empregada.

A metodologia de extracdo com o sistema de solventes cloroférmio/metanol,
seguida de transesterificacdo com NaOH em metanol também foi utilizada por
Olivieri et al. (2011) ao estudar a microalga clordéfita Stichococcus bacillaris, que,
segundo os autores, se mostrou uma potencial espécie para producdo de biodiesel
em larga escala.

Vijayaraghavan e Hemanathan (2009) utilizaram como matéria-prima uma
cultura mista selvagem néo identificada. O biodiesel foi sintetizado a partir do 6leo
pré-extraido com hexano, ao qual foi adicionado metanol e KOH para conduzir a
transesterificacdo. Esta investigacdo comprovou o0 sucesso da implantacdo de uma
producado de biodiesel a partir de algas sem pré-tratamento, uma vez que o biodiesel
obtido experimentalmente foi comparavel, em qualidade, com o biodiesel
convencional.

Duas cianobactérias (Aphanothece microscopica e Phormidium sp.) trés
microalgas clordéfitas (Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e Dunaliella
tertiolecta) e uma microalga parda (Phaeodactylum tricornutum) foram estudadas por
Francisco et al. (2010). Os lipideos foram extraidos com o sistema de solventes
cloroférmio/metanol e transesterificados NaOH em metanol (catalise basica),
seguida de H,SO4/Metanol/ NH,Cl (catélise acida). As caracteristicas fisico-quimicas
do biodiesel obtido atenderam as especificagdes normativas brasileira, americana,

europeia e australiana.



Tabela 2 — Solventes e catalisadores utilizados na sintese de biodiesel de algas. “Rhodophyta; *Chlorophyta; ®Heterokontophyta; *Cyanobacteria.

ALGAS UTILIZADAS

EXTRACAO DO OLEO

SINTESE DE BIODIESEL

AUTORES

Asparagopsis taxiformis®
Colpomenia sinuosa®
Dictyochloropsis splendida®
Galaxaura oblongata®
Gelidium latifolium*

Jania rubens®

Spirulina platensis*

Ulva lactuca®

Cloroformio/Metanol
Hexano/Eter de petréleo

NaOH/Metanol

AFIFY, SHALABY e SHANAB
(2010)

Stichococcus bacillaris®

Cloroférmio/Metanol

NaOH/Metanol

OLIVIERI et al. (2011)

Cultura mista selvagem

Hexano

KOH/Etanol

VIJAYARAGHAVAN e
HEMANATHAN (2009)

Aphanothece microscopica*
Chlorella vulgaris®
Dunaliella tertiolecta®
Phaeodactylum tricornutum®
Phormidium sp.*
Scenedesmus obliquus®

Cloroférmio/Metanol

NaOH/Metanol, seguido de
NH,Cl/Metanol/H,SO,

FRANCISCO et al. (2010)

Hypnea musciformis®
Sargassum cymosum®
Ulva lactuca®

Cloroformio/Metanol
Acido pirogalico/Etanol/HCI
Metanol

BFs/Metanol
HCI/Metanol

MARTINS, YOKOYA e
COLEPICOLO (2012)

Enteromorpha compressa®

Eter dietilico/Diclorometano/Hexano

H,SO./Metanol seguido de
NaOH/Metanol

SUGANYA, GANDHI e
RENGANATHAN (2013)

Chlorella protothecoides®

Hexano

H,SO,/Metanol

MIAO e WU (2005)

Schizochytrium limacinum®

Cloroférmio/Metanol

H,SO,/Cloroféormio/Metanol

JOHNSON e WEN (2009)

Schizochytrium limacinum® Sem extragao prévia do 6leo H,SO,/Metanol/Cloroférmio JOHNSON e WEN (2009)
H,SO./Metanol/Hexano
H,SO./Metanol/Eter de petréleo
H,SO,/Metanol

Chlorella pyrenoidosa® Sem extragdo prévia do 6leo H,SO./Metanol/Hexano Ll et al. (2010)
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Continuacéo da Tabela 2 - Solventes e catalisadores utilizados na sintese de biodiesel de algas. & Rhodophyta; $Ch|orophyta; @Heterokontophyta;

*Cyanobacteria.

Chlorella pyrenoidosa® Sem extracao prévia do 6leo H,SO,/Metanol D’OCA et al. (2011)
Chlorella pyrenoidosa® Cloroférmio/Metanol H,SO,/Metanol D'’OCA et al. (2011)
Etanol
Cultura mista Sem extragao prévia do 6leo NaOH/Metanol/Hexano MACEIRAS et al. (2011)
(Pelvetia canaliculata® + Fucus
spiralis®)
Chlorella sp.* Sem extragdo prévia do 6leo H,SO4/Metanol EHIMEN, SUN e CARRINGTON

(2010)

Chlorella vulgaris®

Sem extracao prévia do 6leo

H,SO./Metanol/Cloroférmio

HOBUSS et al. (2011)

Nannochloropsis sp. @

Sem extracdo prévia do 6leo

SrO/Metanol/Cloroférmio

KOBERG et al. (2011)

Phaeodactylum tricornutum®
Chlamydomonas reinhardtii®
Chlorella vulgaris®

Cloroférmio

HCIl/Metanol

LOHMAN et al. (2013)

Phaeodactylum tricornutum®
Chlamydomonas reinhardtii®
Chlorella vulgaris®

Sem extragao prévia do 6leo

NaOH/Tolueno/Metanol
seguido de BFs/Metanol

LOHMAN et al. (2013)

Phaeodactylum tricornutum®@ Sem extragdo prévia do 6leo H,SO,/Metanol WAHLEN, WILLIS e SEEFELDT

Tetraselmis suecica® (2010)

Neochloris oleoabundans®

Chlorella sorokiniana®

Synechocystis sp.*

Synechococcus elongates*

Chaetoceros gracilis@ Sem extragdo prévia do 6leo H,SO,/Metanol WAHLEN, WILLIS e SEEFELDT
H,SO,/Etanol (2010)

H,SO./1-Butanol
H,S0O,/2-metil-1-propanol
H,S0,/3-metil-1-butanol
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Suganya, Gandhi e Renganathan (2013) também utilizaram catélise mista
para obtencdo de biodiesel a partir de 6leo de Enteromorpha compressa (clorofita),
previamente extraido com 0 sistema de solventes éter
dietilico/diclorometano/hexano. Posteriormente, foi adicionado H,SO, em metanol,
seguido de NaOH em metanol. Esta metodologia resultou em um rendimento de
biodiesel de 90,6%.

Martins, Yokoya e Colepicolo (2012) também investigaram a catalise acida
para producdo de biodiesel a partir de 6leo das algas Hypnea musciformis,
Sargassum cymosum (roddfitas) e Ulva lactuca (clordfita). Foram testados trés
metodologias de extragdo: utilizando metanol, o sistema de solventes
cloroférmio/metanol e o sistema Acido pirogalico em etanol/HCl; e duas de
transesterificacdo: BFz/metanol ou HCl/metanol. A partir deste estudo os autores
concluiram que o melhor método para uma espécie nao é, necessariamente, 0
mesmo para as outras especies.

Johnson e Wen (2009) utilizaram biomassa de Schizochytrium limacinum
(heterocontofita) e testaram diferentes formas de obtencdo de biodiesel: extracédo
com cloroférmio/metanol, seguida de transesterificacdo com &cido sulfarico em
cloroférmio e metanol; e transesterificacdo diretamente da biomassa, utilizando:
acido  sulfarico/cloroformio/metanol,  4cido  sulfdrico/hexano/metanol,  acido
sulfurico/éter de petréleo/metanol e &cido sulfurico/metanol. A metodologia com
extracdo seguida de transesterificacdo obteve um rendimento de biodiesel de 59%,
percentagem semelhante a obtida empregando-se o sistema acido sulfurico/éter de
petréleo/metanol na  transesterificacédo direta. Os sistemas acido
sulfarico/cloroformio/metanol e  acido  sulfarico/hexano/metanol  obtiveram
rendimentos de biodiesel de mais de 65%, enquanto empregando-se apenas acido
sulfdrico/metanol resultou em um rendimento de biodiesel menor de 10%, indicando
que a presenca de solvente adicional é essencial para a reacao.

Chlorella pyrenoidosa foi utilizada por Li et al. (2010) para obtencdo de
biodiesel por transesterificagdo direta com catalise &cida utilizando acido sulfurico,
metanol e hexano. Nas condi¢cdes de sintese estudadas, o rendimento de biodiesel
alcancou 95%. Ehimen, Sun e Carrington (2010) obtiveram rendimento de biodiesel
de 92% a partir da transesterificacao direta da biomassa de Chlorella sp., utilizando
acido sulfurico em metanol, em condi¢cdes especificas de reacdo. Maceiras et al.

(2011) utilizaram uma mistura de algas pardas marinhas (Fucus spiralis e Pelvetia
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canaliculata) na transesterificacdo in-situ com catéalise basica, utilizando o sistema
hidroxido de sédio/metanol/hexano. O rendimento de biodiesel variou entre 1,6 e
11,5%, dependendo das condi¢cGes de reacdo empregadas.

Uma técnica que tem atraido atencdo devido a sua aplicacdo como uma
alternativa sustentavel na realizacdo de reagBes quimicas é a sonoquimica
(HOBUSS et al., 2012). O ultrassom é um fenémeno fisico baseado na cavitacao,
um processo que envolve a criacdo, aumento e imploséao de cavidades de vapor em
um liquido promovendo efeitos energizantes em reacdes quimicas (NEUENFELDT
et al., 2011; SUSLICK, 1989).

A utilizacdo de ondas ultrassonoras, tanto na etapa de extragdo como na
etapa de esterificacdo e/ou transesterificacdo dos 6leos pré-extraidos, bem como na
sintese de biodiesel diretamente da biomassa, tem sido relatada como determinante
na obtencdo de maiores rendimentos de extragcdo e/ou maiores percentagens de
conversao de 6leos a ésteres de acidos graxos (KOBERG, et al., 2011; TOMA, et al.,
2001).

D’Oca et al. (2011) utilizaram biomassa de Chlorella pyrenoidosa e realizaram
diversos testes de extracdo de lipideos, comparando a eficiéncia do emprego de
agitacdo magnética e sonicacédo frente aos solventes cloroférmio/metanol, metanol,
cloroférmio, etanol e hexano. Como resultado, consideraram ambas as técnicas
eficientes na extracdo de varias classes de lipideos presentes na biomassa algal.
Adicionalmente, os mesmos autores sintetizaram biodiesel utilizando sistema com
catalise acida (acido sulftrico/metanol), tanto com prévia extracdo dos 6leos (com
cloroférmio/metanol, metanol ou etanol), como por transesterificacdo direta (com
adicdo de cloroférmio, hexano, éter de petrdleo ou nenhum solvente). A
transesterificacdo direta com adi¢cdo de solvente resultou em um alto rendimento de
biodiesel se comparado com o procedimento sem solventes adicionais, indicando
que o solvente € essencial para a reacdo. A extracdo seguida de transesterificacdo
também resultou em altos rendimentos de biodiesel. De uma maneira geral, as
percentagens de rendimento de biodiesel situaram-se entre 5-10%.

Hobuss et al. (2011) utilizaram biomassa de Chlorella sp. para sintese de
biodiesel via transesterifcacdo direta assistida por ultrassom, empregando o sistema
acido sulfarico/metanol/cloroférmio a temperatura ambiente. Esta metodologia

promoveu a sintese de biodiesel em um tempo significantemente mais curto.
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Koberg et al. (2011) testaram o0 uso de micro-ondas e ultrassom para
extracdo de O6leos de Nannochloropsis sp., empregando a mistura
cloroférmio/metanol. A sintese de biodiesel a partir do Oleo pré-extraido e da
biomassa pura (transesterificacdo direta) foi feita também com o uso de micro-
ondas, ultrassom ou agitacdo e aquecimento, com a mistura cloroférmio/metanol e
utilizando o catalisador solido 6xido de estréncio (SrO). As reacgles feitas em
ultrassom resultaram em rendimento de biodiesel de 18,9% e 20,9% para as
metodologias de duas e uma etapas, respectivamente. Estes resultados revelaram a
eficiéncia da sonoquimica para a aceleracdo e aumento do rendimento da reacéo de
transesterificacdo em comparacao com a reacdo controle, de uma etapa (agitacao e

aguecimento), que resultou em um rendimento de biodiesel de 2,9%.
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4 METODOLOGIA

4.1 Algas utilizadas

Neste estudo foi utilizada biomassa seca da macroalga roddfita Palisada
furcata e das cianobactérias Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena
sp. (ver classificacdo taxonémica no Apéndice A).

A elucidacdo do perfil de acidos graxos da macroalga Palisada furcata foi
importante ao passo que ndo existem estudos relativos a composi¢cao quimica desta
espécie. Aliado ao fato de que esta € uma macroalga endémica brasileira, de
ocorréncia comum em litorais quentes e com grande disponibilidade de biomassa, a
identificacdo de compostos de interesse para aplicacdes biotecnoldgicas torna-se
essencial para a investigacao e aplicacdo desta espécie como matéria-prima em
diferentes segmentos industriais. A amostra desta alga foi coletada no litoral da
Paraiba, seca e pulverizada em moinho de facas tipo Willey (Biothec, modelo B-
602).

Por sua vez, as cianobactérias sintetizam lipideos sob condig6es ambientais
adequadas, sendo uma excelente fonte de matéria-prima para a producdo de
biodiesel (DENG, LI e FEI 2009). A biomassa de Chroococcales sp. e Phormidium
sp. foi obtida a partir de cultivos existentes no Laboratério de Lipidémica e Bio-
organica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As espécies, cultivadas em
meio de cultivo Braun-Grunow padrdo (BGNp), foram filtradas com auxilio de bomba
a vacuo (Prismatec, modelo 132B), secas em estufa com circulacdo de ar (Marconi,
modelo MAO035) a 25°C durante 72 horas e trituradas manualmente com auxilio de
almofariz e pistilo.

A biomassa da cianobactéria Pseudanabaena sp., cedida pelo Prof. Dr. Pio
Colepicolo Neto (Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade

de S&o Paulo) congelada em ultrafreezer e liofilizada.



34

4.2 Extracao e derivatizacdo de acidos graxos

Foi avaliada a eficiéncia de extracdo de lipideos e acidos graxos da
macroalga P. furcata utilizando-se quatro diferentes solventes extratores. Todos 0s
procedimentos foram realizados em ultrassom (Sonics, modelo VCX-500), com
frequéncia total de 50/60 Hz e frequéncia ultrassonica de 20 kHz.

Pesou-se 1 g de biomassa seca adicionou-se separadamente 20 mL de:
hexano (amostra AG;), cloroférmio (AG;), metanol (AG3) ou etanol (AG,). As
amostras foram levadas a ultrassom, onde foram sonicadas por 30 min na amplitude
30%. Posteriormente, as amostras foram filtradas e secas em evaporador rotativo
Bichi, com bomba de vacuo modelo V-700 e resfriador de destilagdo modelo B-741.

Para a andlise dos &cidos graxos por cromatografia gasosa, € necesséria a
realizacdo de uma reacédo de derivatizacdo, que converte 0s acidos graxos em seus
ésteres correspondentes, de menor peso molecular, que podem ser analisados por
CG-FID. A derivatizacéo dos lipideos previamente extraidos foi realizada conforme a
metodologia de Metcalfe, Schmitz e Pelka (1966), adaptada para ultrassom, onde
aos acidos graxos extraidos foram acrescentados 27 mL de solu¢do de hidroxido de
sédio (NaOH) 0,5 mol.L™* em metanol e o meio sonicado em ultrassom por 2 min a
amplitude de 30%, sendo apo6s adicionados 33 mL de trifluoreto de Boro (BF3) 20%
em metanol e sonicado por mais 2 min, na mesma amplitude. As extracdes dos
ésteres foi feita em funil de separacdo com 15 mL de hexano e 35 mL de solugéo
saturada de cloreto de sodio (NaCl), onde a fase aquosa foi descartada e a fase
organica seca em sulfato de sodio anidro (Na,SO,) e evaporada em rotaevaporador.

Como padrdo comparativo, os acidos graxos foram também extraidos
conforme metodologia de Bligh e Dyer (1959) e derivatizados conforme a
metodologia de Metcalfe, Schmitz e Pelka (1966) (amostra AGs), metodologias
consolidadas amplamente aceitas para extracao e derivatizacdo de acidos graxos de
biomassa algal. Para a extracdo, pesou-se 1 g de amostra seca, acrescentou-se 10
mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 10mL de sulfato de sodio 1,5%, e o meio
reacional foi colocado em agitacdo por 30 minutos. Apds, foi acrescentado mais 10
mL de cloroféormio e 10 mL de Na,SO 1,5%, e o meio agitado brevemente. A
amostra foi centrifugada a 300 rpm por 30 min em centrifuga Quimis, modelo Q222T.

A fase cloroférmio (contendo os acidos graxos) foi separada, seca com Na,SOg4
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anidro e evaporada em rotaevaporador. Os residuos lipidicos previamente extraidos
foram derivatizados acrescentando 4 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 mol.L™
em metanol e 0 meio aquecido em banho-maria a 100°C por 5 minutos, sob
agitacdo. Apos, adicionou-se 5 mL de BFz 20% em metanol, mantendo sob
aguecimento e agitacao por 2 minutos. Retirou-se 0 aguecimento e acrescentou-se 5
mL de solucado saturada de cloreto de sddio (NaCl). A extracdo dos ésteres foi feita
em funil de separacdo com 20 mL de hexano. A fase aquosa foi descartada e a fase

organica seca em sulfato de sodio anidro (Na,SO,) e evaporada em rotaevaporador.

4.2.1 Procedimentos cromatograficos

A analise dos ésteres de acidos graxos das amostras foi feita em triplicata por
cromatografia gasosa, em equipamento marca Shimadzu, modelo GC-2010,
equipado com injetor split/splitless, detector por ionizacdo em chama (FID),
autoinjetor AOC-20i e coluna RTX-WAX de dimensdes 30m x 0,25mm x 0,25um
(Restek Corporation) (ver as condicGes operacionais para as analises de perfil de
acidos graxos no Apéndice B), utilizando padrédo interno nonadecanoato de metila
(C19:0) e hexano como solvente. A andlise qualitativa e quantitativa dos ésteres de
acidos graxos foi utilizando o método de comparacdo com o padrdao FAME Mix 37
(Sigma-Aldrich), conforme os tempos de retencdo mostrados na Figura 7, e area
normatizada pelo programa GC Solution Postrum, sendo os resultados expressos

em percentagem do composto em biomassa seca.
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Figura 7 — Cromatograma do Padréo FAME MIX 37 (Sigma-Aldrich). A numerac¢éo indica: 1 (C4:0); 2
(C6:0); 3 (C8:0); 4 (C10:0); 5 (C11:0); 6 (C12:0); 7 (C13:0); 8 (C14:0); 9 (C14:1n5); 10 (C15:0); 11
(C15:1n-5); 12 (C16:0); 13 (C16:1n-7); 14 (C17:0); 15 (C17:1n-7); 16 (C18:0); 17 (C18:1n-9c); 18
(C18:1n-9t); 19 (C18:2n-6¢); 20 (C18:2n-6t); 21 (C18:3n-6); Pl (C19:0 - padrdo interno); 22 (C18:3n-
3); 23 (C20:0); 24 (C20:1n-9); 25 (C20:2n-6); 26 (C20:3n-6); 27 (21:0); 28 (C20:4n-6); 29 (C20:3n-3);
30 (C20:5n-3); 31 (C22:0); 32 (C22:1n-9); 33 (C22:2n-6); 34 (C23:0); 35 (C24:0);36 (C22:6n-3); 37
(C24:1n-9).

Para confirmacdo dos ésteres de acidos graxos presentes na amostra, as
mesmas foram analisadas em cromatografo a gas acoplado a um espectrdmetro de
massas, em equipamento marca Shimadzu, modelo GC-MS-QP 2010SE, equipado
com auto injetor AOC-20i e coluna capilar RTX-5MS de dimensfes 30m x 0,25mm X
0,25um (Restek Corporation) (ver as condigdes operacionais para identificacdo dos
compostos no Apéndice B). Os compostos presentes na amostra foram identificados

através de comparacao com a biblioteca NIST 8 do préprio equipamento.

4.3 Determinagao do conteudo lipidico total

As concentracdes de lipideos totais se baseiam na metodologia de Bligh e
Dyer (1959), a partir da relagdo entre a quantidade de lipideo extraido em 20 mL de
cloroférmio, o volume de cloroférmio recuperado apos a extragédo, e a massa total da

amostra, conforme a equagao:
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PAE

(PAB \>7<CIVCR )

% de lipideos totais = x 100

Onde:

Pae € 0 peso de amostra extraida, em gramas
Pas € 0 peso de amostra bruta, em gramas
Vcr € 0 volume de cloroférmio recuperado, em mililitros

V¢ € 0 volume de cloroférmio inicial utilizado (20 mL)

4.4 Sintese de biodiesel

Objetivando maiores rendimentos de reacdo, além de simplificacdo do
processo e reducao de custos, a sintese de biodiesel se deu por esterificacao in-situ.
A opcéo pela utilizacdo do sistema cloroformio/metanol se deu com base nos
estudos de Johnson e Wen (2009) e D’Oca et al. (2011), que afirmam que, além do
alcool (metanol), a presenca de um solvente adicional € essencial para aumento do
rendimento de reacdo. A catdlise acida, com acido sulfarico, foi selecionada com
base nos resultados preliminares de extracdo, que indicaram uma maior quantidade
de lipideos polares e lipideos apolares ndo-acilglicerois.

A metodologia selecionada, empregando ultrassom como promotor do
rompimento celular (TOMA et al., 2001) e da esterificacdo dos lipideos, foi baseada
em estudos preliminares realizados pelo nosso grupo de pesquisa em 2010, com
estudo publicado em 2011 (HOBUSS, et al. 2011). A Figura 8 mostra um fluxograma

exemplificando as etapas do processo adotado nesta pesquisa.



38

Cultivo

Remoc&o de agua

Pré-tratamento |
I
I
I

Liofilizacso Reducao de tamanho de particula ] :

___l___ __________ n

i - L Cloroférmio
ULTRASSOM Extracio gta;;::-stenﬂcagao Metanol
simuiianea Acido sulfarico

L L -

[ Remoc&o da fase aquosa ]

Secagem

———— = = —

e detritos celulares

¥

BIODIESEL

Figura 8 — Fluxograma das etapas do processo de esterificacdo in-situ utilizado neste estudo.

Biomassa seca das algas (1 g) foi misturada a 7 mL de metanol, 4 mL de
cloroférmio e 1 mL de acido sulftrico e a mistura reacional foi sonicada por 30 min a
30% de amplitude (ultrassom marca SONICS modelo VCX-500 com frequéncia total
de 50/60 Hz e frequéncia ultrassénica de 20 kHz). Depois de completa a reacao, a
amostra foi resfriada a temperatura ambiente e foram adicionados 10 mL de Na,SO,
1,5%, misturando brevemente. As amostras foram centrifugadas por 30 min a 3000
rpm para acelerar a separagcédo de fases aquosa e organica, sendo a fase organica
(contendo biodiesel) coletada e transferida para um baldo previamente pesado e
evaporada em rotaevaporador. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram, entao,
determinados por cromatografia gasosa.

Uma variagdo das quantidades de matéria prima e volume de reagentes foi
realizada utilizando biomassa de P. furcata e Phormidium sp., utilizando 5 g de
biomassa seca, 18 mL de metanol, 10 mL de cloroférmio e 2 mL de acido sulfurico,

sendo as demais etapas metodoldgicas iguais as descritas anteriormente.
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4.4.1 Procedimentos cromatograficos

As amostras de biodiesel foram analisadas por cromatografia gasosa (CG-
FID), em equipamento marca Shimadzu, modelo GC-2010, equipado com injetor
split/splitless, detector por ionizacdo em chama (FID), autoinjetor AOC-20i e coluna
RTX-WAX 30m x 0,25mm x 0,25um (Restek Corporation), segundo a norma EN
14103 (ver condicdes para analise cromatografica no Anexo C), utilizando padrao
interno heptadecanoato de metila (C17:0) e heptano como solvente. O perfil de
acidos graxos foi determinado através de comparacao dos tempos de retencdo com
o padrdo FAME Mix 37 (Sigma-Aldrich) (conforme Figura 7, na secao 4.2.1), sendo
0s resultados expressos em percentagem do composto em biomassa seca. A
percentagem de conversdo de acidos graxos a ésteres de acidos graxos (biodiesel)

foi calculada através da seguinte equagéo:

YA)—A Crr XV,
% de conversao = (24) El o ZEI El 100
AEI m

Onde:

2A é o total da area de picos dos ésteres metilicos C14:0 a C24:1

Ag € 0 pico de area correspondente ao metil heptadecanoato

Ce é a concentracdo, em mg.L™?, da solucdo de metil heptadecanoato utilizada
Vg € 0 volume, em mL, da solucdo de metil heptadecanoato utilizada

M é a massa utilizada de amostra em mg.
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5.1 Extracdo e derivatizacdo de acidos graxos
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Os rendimentos de extracdo e composicdo de acidos graxos da macroalga

Palisada furcata conforme o solvente extrator sdo mostrados na Tabela 3 (ver

cromatogramas CG-FID e CG-MS nos Apéndices C e D, respectivamente).

Tabela 3 - Perfil de &cidos graxos da macroalga Palisada furcata conforme solvente extrator (média +
desvio padréo relativo).

Hexano Cloroférmio  Metanol Etanol Cloroférmio/Metanol
AG, AG, AG; AG, AGsy

LIPIDEOS (mg) 31,00 323,00 162,00 125,00 143,00
Acidos graxos saturados (AGS) (%)
C12:0 0,60+0,03 0,39+0,01 0,26+0,01 0,36+0,02 0,60+0,05
C14:.0 6,21+0,04 6,24+0,01 8,84+0,02 7,11+0,01 6,43+0,07
C15:0 0,98+0,06 1,03+0,11 0,70+0,00 0,74+0,00 0,70+0,00
C16:0 52,06+£0,09 57,96+0,18 65,72+0,09 60,97+0,09 57,26+0,17
C17:0 1,61+0,04 1,01+0,08 0,2240,16 ND 0,42+0,03
C18:0 8,30+0,28 2,61+0,02 0,98+0,00 3,15+0,00 5,47+0,01
C22:0 1,06+0,21 ND ND ND 0,25+0,02
C24:0 ND ND ND ND 0,89+0,06
> AGS 70,81+0,12 69,23+0,16 76,74+0,05 72,33+0,12 72,02+0,18
Acidos graxos monoinsaturados (AGMI) (%)
Cil6:1 3,65+0,06 4,78+0,14 3,391+0,02 4,23+0,00 4,65+0,11
Cl17:a 0,62+0,03 0,56+0,03 0,44+0,01 0,67+0,02 0,50+0,06
C18:1n9c 11,62+0,03 12,55+0,09 9,67+0,02 11,18+0,03 9,74+0,04
C18:1n9t 3,23+0,04 4,53+0,06 2,62+0,01 3,94+0,10 4,08+0,06
> AGMI 19,11+0,04 22,42+0,18 16,12+0,05 20,02+0,11 18,96+0,21
Acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (%)
C18:2n6¢c 2,78+0,13 2,26+0,02 1,17+0,00 1,85+0,01 4,76+0,02
C18:3n3 0,46+0,05 0,41+0,02 0,23+0,01 0,29+0,02 0,80+0,04
C20:4n6 3,33+0,03  3,45+0,00 3,30+0,01 2,88+0,00 2,05+0,03
C20:5n3 2,67+0,06 2,23+0,01 2,42+0,03 2,63+0,00 1,42+0,05
C22:2 0,83+0,01 ND ND ND ND
>~ AGPI 10,08+0,16 8,35+0,01 7,11+0,03 7,65+0,02 9,02+0,05
> AGI 29,19+0,12 30,78+0,17 23,24+0,05 27,67+0,12 27,98+0,21

ND = nao detectado.
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A metodologia para extragdo da porcao lipidica empregando solventes
organicos e assisténcia por ultrassom mostrou diferentes resultados de acordo com
o solvente empregado. O método utilizando cloroférmio mostrou maior extracdo de
lipideos totais, seguido de metanol, cloroférmio/metanol (Bligh e Dyer), etanol e
hexano. A eficiéncia inferior do hexano com relagdo aos demais solventes na
extragcdo de lipideos totais permite concluir que a maioria de lipideos constituintes da
biomassa de P. furcata sao polares ou apolares ndo acilglicerois.

Com relacdo a variedade de acidos graxos extraidos, hexano e
cloroférmio/metanol tiveram melhor desempenho, extraindo 16 dos 17 acidos graxos
identificados para a macroalga Palisada furcata. As demais metodologias extrairam
14 dos 17 acidos graxos, todavia, os acidos graxos nao identificados nestes casos
foram encontrados apenas em pequenas quantidades nas demais condi¢cdes de
extragdo. A eficiéncia do hexano é relacionada ao fato deste ser solvente mais
seletivo em relacdo a acidos graxos, o que também explica o baixo percentual de
extracdo de lipideos totais. Ja a mistura cloroférmio/metanol possui uma ampla faixa
de polaridade, capaz de abranger diversas moléculas de acidos graxos, o que
explica a diversidade e quantidade de &cidos graxos extraidos.

A utilizacdo das técnicas de cromatografia gasosa (CG-FID) e cromatografia
gasosa com espectrometria de massas acoplada (CG-MS) permitiu identificar os

principais acidos graxos presentes nas amostras, apresentados na Figura 9.
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Figura 9 — Principais acidos graxos presentes em P. furcata conforme solvente extrator (%).
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Verificou-se a predominancia de acidos graxos saturados (AGS) para todos
0s solventes extratores utilizados, sendo o acido hexadecanoico (palmitico, C16:0) o
responsavel por este predominio, seguido de acido tetradecanoico (miristico, C14:0).
Ainda, acido octadecanoico (estearico, C18:0) pode ser encontrado em gquantidades
significativas nas extragfes promovidas por hexano e cloroférmio/metanol. Dentre o0s
acidos graxos monoinsaturados (AGMI), h& destaque para os acidos octadecenoico
(oleico, C18:1) e hexadecenoico (palmitoleico, C16:1).

Dentre os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) ndo aparece nenhum &cido
graxo em grande quantidade, embora a presenca dos &cidos eicosatetraenoico
(araquiddnico, C20:4 n-6) e eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n-3) seja relevante (ver
Tabela 3).

5.2 Determinacgéo de do conteudo lipidico total

O conteudo lipidico total da macroalga Palisada furcata e das cianobactérias
Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp., quantificado
gravimetricamente através da metodologia de Bligh e Dyer (1959) pode ser visto na
Figura 10. Observa-se que a macroalga P. furcata apresentou o menor contetdo
lipidico total (1,5%), seguido de Phormidium sp. (5,12%), Chroococcales sp. (8,17%)
e Pseudanabaena sp. (10,98%).

Segundo Bligh e Dyer (1959), a mistura de solventes extrativos
cloroférmio/metanol apresenta uma ampla faixa de polaridade, onde podem ser
extraidos lipideos neutros e polares, tornando a extracao lipidica das algas mais

eficiente.
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Figura 10 — Conteudo lipidico total das algas estudadas (%).

5.3 Sintese de biodiesel

5.3.1 Palisada furcata

43

A conversao de acidos graxos a biodiesel pode ser vista na Figura 11, onde

se observa um aumento expressivo da percentagem de conversdo em condi¢cdes

otimizadas de reacédo (maior quantidade de biomassa e reagentes, correspondentes

a amostra BD,).
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Figura 11 — Conversao de acidos graxos da macroalga P. furcata a biodiesel (%).
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Com relacao a conversao de lipideos a biodiesel, os resultados obtidos foram
superiores aos descritos por Afify et al. (2011), que determinou percentagens de
biodiesel variaveis entre 0,25% e 3,64% para as algas rodofitas utilizadas em seus
estudos (Asparagopsis taxiformis, Galaxaura oblongata, Gelidium latifolium e Jania
rubens). Cabe salientar que a metodologia utilizada pelos autores envolve a prévia
extracdo do 6leo com sistemas de solvente e sonicacdo, e subsequente
transesterificacdo dos acidos graxos com NaOH em metanol, utlizando a
metodologia tradicional (agitacdo e aquecimento). Desta forma, a metodologia de
transesterificacdo in-situ com catalise acida assistida por ultrassom proposta neste
estudo foi considerada eficiente para a sintese de biodiesel em microescala.

O perfil lipidico das amostras de biodiesel sintetizado estdo descritos na

Tabela 4 (ver cromatogramas de CG-FID no Apéndice F).

Tabela 4 - Perfil de acidos graxos do biodiesel derivado da biomassa da macroalga Palisada furcata.
1 g de amostra 5 g de amostra

BD, BD,
Acidos graxos saturados (%)
C12:0 0,40 0,39
C13:.0 ND 0,23
C14:.0 8,87 9,41
C15:0 0,79 0,86
C16:0 64,73 62,41
C18:0 1,53 2,05
C19.0 1,19 ND
C20:0 ND 0,36
C24.0 ND 0,40
> AGS 77,52 76,10
Acidos graxos monoinsaturados (%)
Cl6:1 7,53 7,41
Cir:1 0,67 ND
C18:1n9c 9,20 9,66
C24:1n9 ND 0,21
> AGMI 17,39 17,29
Acidos graxos poli-insaturados (%)
C18:2n6¢c 1,65 1,17
C18:3n6 ND 0,29
C20:2 0,50 1,16
C20:4n6 1,70 2,40
C20:5n3 1,24 1,59
> AGPI 5,09 6,61
> AGI 22,48 23,90

ND = néo detectado.



45

A composi¢do em acidos graxos do biodiesel ndo diferiu daquela encontrada
no estudo preliminar de solventes extratores, assemelhando-se, sobretudo, a
extracdo empregando metanol como solvente, 0 que pode ser observado na Figura
12. A Figura 12(a) demostra o balanco entre as percentagens de acidos graxos
saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) no biodiesel
sintetizado a partir da biomassa de P. furcata (BD,) em comparagdo com o estudo
preliminar de solventes extratores empregando metanol. Adicionalmente, 0s
principais acidos graxos presentes no biodiesel sintetizado a partir da biomassa de
P. furcata (BD,;) em comparacdo com o estudo preliminar de solventes extratores

empregando metanol podem ser vistos na Figura 12(b).
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Figura 12 — (a) Balanco entre acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados e; (b)
principais acidos graxos presentes no biodiesel sintetizado a partir da biomassa de P. furcata (BD,)
em comparacao com o estudo preliminar de solventes extratores empregando metanol.
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Os acidos hexadecanoico (palmitico, C16:0) e tetradecanoico (miristico,
C14:0) foram encontrados em maior quantidade dentre os acidos graxos saturados.
Quantidades semelhantes de acidos hexadecenoico (palmitoleico, C16:1) e
octadecenoico (oleico, C18:1) foram quantificadas dentre os &cidos graxos
monoinsaturados.

Dentre os &cidos graxos poli-insaturados, foram determinadas baixas
percentagens de variados acidos graxos, cuja soma total, apresar de reduzida, foi
significativa, sobretudo dos acidos graxos com 4 e 5 insaturagdes (2,94% e 3,99%

para BD; e BD,, respectivamente — ver Tabela 4).

5.3.2 Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp.

A conversdo de &cidos graxos das cianobactérias Chroococcales sp.,
Phormidium sp. e Pseudanabaena sp. a biodiesel pode ser vista na Figura 13.
Observou-se, para a cianobactéria Phormidium sp. (amostras BD3; e BD,), que o
aumento da quantidade de biomassa e volume do @ sistema
cloroférmio/metanol/H,SO, (condicdo da amostra BD,) ndo resultou em um
incremento significativo do percentual de conversdo de lipideos a biodiesel. Desta
forma, optou-se pela sintese de biodiesel das demais cianobactérias
(Pseudanabaena sp. e Chroococcales sp.) utilizando quantidades reduzidas de

biomassa e reagentes.

18
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14 R
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10— ————— ————— ————— —
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Phormidium sp. BD3 Phormidium sp. BD4 Pseudanabaena sp. Chroococcales sp.
BD5 BD6

Figura 13 — Converséo de acidos graxos das cianobactérias Phormidium sp., Chroococcales sp. e
Pseudanabaena sp. a biodiesel (%).
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Na Figura 14 pode ser visto o cromatograma (CG-FID) da andlise quantitativa
do biodiesel derivado da biomassa da cianobactéria Pseudanabaena sp. (BDs), 0
qual apresenta 25 acidos graxos, entre saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados. Grande parte destes acidos graxos foi também identificada no biodiesel

sintetizado a partir da biomassa das demais cianobactérias.
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Figura 14 - Cromatograma de CG-FID do biodiesel derivado da biomassa da cianobactéria
Pseudanabaena sp. A numeracéo indica: 1 (C6:0); 2 (C8:0); 3 (C10:0); 4 (C12:0); 5 (C13:0); 6
(C14:0); 7 (C14:1); 8 (C15:0); 9 (C16:0); 10 (C16:1); 11 (C17:1); 12 (C18:0); 13 (C18:1n-9c); 14
(C18:2n-6¢); 15 (C18:3n-6); 16 (C19:0); 17 (C18:3n-3); 18 (C20:0); 19 (C20:1n-9); 20 (C20:2); 21
(C20:3n-6); 22 (C20:4n-6); 23 (C20:3n-3); 24 (C22:0); 25 (C24:0).

Os resultados obtidos na sintese de biodiesel a partir da biomassa de
Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp. estdo descritos na Tabela

5 (ver cromatogramas de CG-FID no Apéndice F).
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Tabela 5 - Perfil de acidos graxos do biodiesel derivado da biomassa das cianobactérias
Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp.

Phormidium sp.

Pseudanabaena sp.

Chroococcales sp.

BD; BD, BDs BDg
Acidos graxos saturados (%)
C6:0 ND 0,17 0,23 0,18
c8:.0 ND 0,08 0,26 0,16
C10:0 ND 0,10 0,11 0,22
C12:0 0,69 0,52 7,11 0,86
C13:0 ND ND 0,17 0,12
C14:.0 3,81 3,69 10,03 9,89
C15:0 0,80 0,67 0,65 0,81
C16:0 33,85 32,64 25,18 31,74
C18:0 2,88 3,12 2,67 4,40
C19:0 0,92 ND 1,57 1,08
C20:0 ND ND 0,29 0,33
C21:.0 ND ND ND 0,24
C22:0 ND 0,98 0,50 0,58
C23:.0 ND ND ND 0,32
C24:0 ND 0,65 0,28 0,61
2 AGS 42,95 42,61 49,03 51,54
Acidos graxos monoinsaturados (%)
Ci14:1 0,44 0,60 14,29 1,28
C15:1 0,91 ND ND ND
Ci6:1 21,96 20,71 23,16 23,56
Ci7:1 0,85 1,29 0,55 0,83
C18:1n9c 15,81 16,18 7,90 7,09
C20:1n9 0,20 0,41 0,39 0,59
C24:1n9 ND ND ND 0,21
~ AGMI 40,17 39,19 46,29 33,55
Acidos graxos poli-insaturados (%)
C18:2n6¢ 13,02 12,63 2,41 8,15
C18:3n3 2,18 2,40 0,23 1,32
C18:3n6 1,24 1,62 0,27 3,39
C20:2 0,44 0,62 0,47 0,59
C20:3n6 ND 0,42 0,35 0,30
C20:4n6 ND 0,50 0,38 0,71
C20:5n3 ND ND 0,58 0,47
Z AGPI 16,88 18,20 4,68 14,91
> AGI 57,05 57,39 50,97 48,46

ND = néo detectado.
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A Figura 15 mostra algumas caracteristicas do biodiesel sintetizado a partir da
biomassa de Phormidium sp. (BD3), Pseudanabaena sp. (BDs) e Chroococcales sp.
(BDs). A Figura 15(a) demonstra o balanco entre as percentagens de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, e 0s principais acidos graxos
presentes nas amostras de biodiesel, em percentagem, podem ser vistos na Figura
15(b).
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Figura 15 — (a) Balango entre &cidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados e; (b)
principais acidos graxos presentes no biodiesel sintetizado a partir da biomassa de Phormidium sp.
(BD3), Pseudanabaena sp. (BDs) e Chroococcales sp. (BDg).
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O biodiesel obtido a partir da biomassa de Phormidium sp. (BD3) apresentou
percentuais de acidos graxos saturados (AGS) e &cidos graxos monoinsaturados
(AGMI) semelhantes, sendo o acido hexadecanoico (palmitico, C16:0) o encontrado
em maior quantidade dentre os saturados e os acidos hexadecenoico (palmitoleico,
C16:1) e octadecenoico (oleico, C18:1) predominantes entre os monoinsaturados. A
percentagem total de &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) quantificada alcancou
18%, principalmente devido a presenca de acido octadecadienoico (linoleico, C18:2).
Este resultado foi divergente do encontrado por Francisco et al. (2010), que
determinou um perfil de acidos graxos com predominancia de AGMI e baixas
concentracfes de AGPI. Duas espécies do género Phormidium foram investigadas
por Sharathchandra e Rajashekhar (2011), havendo grandes divergéncias entre as
espécies. Phormidium purpurescens apresentou conteudo lipidico total de 26,45%,
sendo 48,52% de AGS e 27,54% de AGI, enquanto Phormidium ambiguum, um
conteudo lipidico de 10,48%, possuindo 14,27% de AGS e ndo apresentou presenca
de AGI. Isto demostra que mesmo algas do mesmo género podem ter composicoes
divergentes dependendo das condi¢cdes ambientais as quais estdo submetidas.

Pseudanabaena sp. (BDs) apresentou balanco entre AGS:AGMI semelhante
de Phormidium sp. Acidos hexadecanoico (palmitico, C16:0) e tetradecanoico
(miristico, C14:0) foram encontrados em maior quantidade dentre os saturados, e 0s
acidos hexadecenoico (palmitoleico, C16:1), tetradecenoico (C14:1) e octadecenoico
(oleico, C18:1) foram os predominantes entre 0os monoinsaturados. O contetdo de
AGPI determinado foi pequeno e composto de baixos percentuais de diversos acidos
graxos, sendo o principal identificado o acido octadecadienoico (linoleico, C18:2).

Chroococcales sp. (BDg) apresentou predominio de AGS, sendo os acidos
hexadecanoico (palmitico, C16:0) e tetradecanoico (miristico, C14:0) encontrados
em maior quantidade. Dentre os AGMI, os predominantes foram os acidos
hexadecenoico (palmitoleico, C16:1) e octadecenoico (oleico, C18:1). A semelhanca
de Phormidium sp., a quantidade de AGPI foi alta, sendo o &cido octadecadienoico
(linoleico, C18:2) o AGPI predominante.

Cabe salientar que as cianobactérias Phormidium sp., Pseudanabaena sp. e
Chroococcales sp. apresentam os trés acidos graxos considerados 0s principais em
cianobactérias, conforme estudo de Sharathchandra e Rajashekhar (2011): &cido
palmitico (C16:0) em teores variaveis entre 25% e 35%; &acido oleico (C18:1) em

concentragdes entre 7% e 35%; e acido linoleico (C18:2) em percentagens variaveis
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entre 2% e 13%. Adicionalmente, verificou-se expressiva presenca de &acido
palmitoleico (C16:1), em concentragbes em torno de 20% em todas as
cianobactérias estudadas.

A proporcdo AGS:AGMI:AGPI do biodiesel obtido nas amostras BD3; BD,4 e
BDs foi considerado proeminente para a producao de biodiesel. Todavia, a biomassa
de Pseudanabaena sp. (BDs) demostra a composicdo mais adequada para a
producdo deste biocombustivel, sobretudo com relacdo a sua utilizacdo em regides
de climas frios, em funcéo do seu elevado teor de acidos graxos monoinsaturados,
sendo, entretanto, necessarios estudos relativos a estabilidade oxidativa do biodiesel
obtido a partir de sua biomassa. Aliado a isto, o contetdo lipidico total desta
cianobactéria foi o0 maior dentre os quantificados, o que a torna viavel como matéria-

prima para a producdo de biodiesel em larga escala.
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6 CONCLUSOES

O estudo de extracdo de &cidos graxos da macroalga Palisada furcata
demostrou que as metodologias utilizando cloroférmio e metanol resultaram em uma
maior extracdo de lipideos totais. Os perfis de &cidos graxos foram elucidados por
CG-FID e CG-MS e demonstraram que nao ocorreram variagdes significativas entre
os perfis de acidos graxos obtidos alterando-se o solvente extrator utilizado,
havendo predominancia de acidos graxos saturados em todos os experimentos. Os
principais &cidos graxos identificados foram o 4cido palmitico dentre os saturados e
acido oleico dentre os insaturados. O biodiesel sintetizado a partir da biomassa da
macroalga P. furcata, analisado por CG-FID, apresentou perfil de &cidos graxos
semelhante ao obtido na extracdo empregando-se metanol.

O perfil de ésteres metilicos de acidos graxos constituintes do biodiesel obtido
das cianobactérias Chroococcales sp., Phormidium sp. e Pseudanabaena sp.,
determinado por CG-FID, apresentou predominancia de acido palmitico dentre os
saturados e dos acidos palmitoleico e oleico dentre os monoinsaturados. Salienta-se
o grande potencial de Pseudanabaena sp. em funcéo de seu conteudo lipidico total,
0 maior dentre os géneros estudados, e seu balanc¢o entre 4cidos graxos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados, interessante para utilizacdo em regides de
climas frios.

A metodologia empregada em microescala para extracdo e esterificacdo
simultdnea de &acidos graxos da biomassa das algas utilizadas foi considerada
satisfatoria, uma vez que as reacdes foram realizadas a temperatura ambiente, em
um Unico passo direto da biomassa algal, reduzindo as etapas e proporcionando um

baixo custo no processo.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

i. Comparacao da metodologia empregada com a metodologia convencional;
ii.  Variacao das condicdes operacionais da reacao assistida por ultrassom;
iii.  Investigacdo do potencial de outras espécies de algas para a producao de
biodiesel.
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Apéndice A — Classificagao taxondmica das algas utilizadas.

Tabela 6 — Classificacdo taxondmica das algas utilizadas.

Palisada furcata

Chroococcales sp.

Império Eukaryota

Reino Rhodophyta

Filo Florideophyceae
Classe Ceramiales
Ordem Rhodomelaceae
Familia Laurenciae
Género Palisada
Espécie Palisada furcata

Prokaryota
Eubacteria
Cyanobacteria
Cyanophyceae
Chroococcales
Cyanobacteriaceae

Phormidium sp.

Pseudoanabaena sp.

Império  Prokaryota
Reino Eubacteria

Filo Cyanobacteria
Classe Cyanophyceae
Ordem  Oscillatoriales
Familia Phomidiaceae
Género Phormidium
Espécie -

Prokaryota
Eubacteria
Cyanobacteria
Cyanophyceae
Pseudanabaenales
Pseudanabaenaceae
Pseudanabaena

FONTE: ALGAEBASE (www.algaebase.oqr).
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Apéndice B — CondicBes operacionais para analise do perfil de acidos graxos das
amostras AG;.s por CG-FID e CG-MS.

Tabela 7 - Condicdes operacionais para analise do perfil lipidico utilizando cromatégrafo gasoso CG-

2010 (Shimadzu) (CG-FID).

Gas carreador

hidrogénio

Vazao de gas carreador

1,2 mL/min

Modo split

1:25

Volume injetado de amostra

1puL

Temperatura inicial do forno

100 °C

Rampa de aguecimento do
forno

7°C/min (até 200°C), 5°C/min (até 202,6°C, por
um periodo de 2 min), 5°C/min (até 230°C,
estavel em 10 min)

Temperatura do injetor

250 °C

Temperatura do detector

250 °C

Tempo total de corrida

34,29 min

Tabela 8 - Condi¢des operacionais para andlise do perfil lipidico utilizando espectrdmetro de massas
acoplado a cromatégrafo gasoso GC-MS-QP 2010SE (Shimadzu) (CG-MS).

Gas carreador

hélio

Vazao de gas carreador

1,25 mL/min

Modo split

1:10

Volume injetado de amostra

1puL

Temperatura inicial do forno

50 °C

Rampa de aquecimento do
forno

10°C/min (até 280°C)

Temperatura do injetor

300 °C

Interface

280 °C

Tempo total de corrida

38 min

Faixa de massa

35 a 700m/z

Voltagem do filamento

70 eV
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Apéndice C - Condi¢des operacionais para analise de biodiesel das amostras BD;.¢

por CG-FID

Tabela 9 - Condicdes operacionais para analise do perfil lipidico utilizando cromatégrafo gasoso CG-

2010 (Shimadzu) (CG-FID)*.

Gas carreador

hidrogénio

Vazao de gas carreador

1,2 mL/min

Split

1:25

Volume injetado de amostra

1puL

Temperatura inicial do forno

100 °C

Rampa de aguecimento do
forno

7°C/min (até 200°C), 5°C/min (até 202,6°C, por
um periodo de 2 min), 5°C/min (até 222,6°C,
por um periodo de 2 min), 5°C/min (até 230°C,
estavel em 10 min)

Temperatura do injetor

250 °C

Temperatura do detector

250 °C

Tempo total de corrida

34,29 min

* Com base nas especificacdes normativas CEN/EN 14103.
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Apéndice D - Analises em CG-FID das amostras AGy.5

Intensidade ) -
100000
75000
50000+
4 =
25000+
] 02
. o 0 = Qo =8 o
ol Lo o em RSl 2 3% |
A A L
10 20
min
Peak# Name Ret. Time Height Area Conc. Units
1 C12:0 6,907 516 1071 0,625 %
2 C14:0 9,680 4899 10575 6,174 %
3 C15:.0 11,054 765 1771 1,034 %
4 C16:0 12,402 43321 89030 51,974 %
5 C16:1 12,716 2741 6349 3,706 %
6 C17:0 13,700 1032 2676 1,562 %
7 C17:1 13,965 323 1013 0,591 %
8 C18:0 14,975 6120 13730 8,016 %
9 C18:1nS9¢c 15,217 7498 19853 11,590 %
10 C18:1ndt 15,316 2047 5453 3,183 %
11 C18:2n6¢c 15,861 1651 4985 2910 %
12 C18:3n3 16,913 198 875 0,511 %
13 C20:4n6 20,064 1688 5651 3,299 %
14 C20:5n3 21,127 1312 4676 2,730 %
15 C22:.0 21,529 425 2178 1,271 %
16 C22:2 22,746 339 1411 0,824 %
Total 74875 171297 100,000

Figura 16 — Cromatograma da amostra AG; (extracdo com hexano) obtido por CG-FID. "Primeira
repeticao da triplicata.
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Intensidade -
i =
75000+
50000
25000+
j >
] T _ o = L“ | A |
D__n. —— _(‘_l:____ _)q__l (1} __n(_.'lD_ah - _.l.J ’I_,.._L_ ‘__,__Jl.__,_. __L_IH____._,_.IlL_, ~ J‘._ -_.|-._Ar'\__ P A
| | '
10 20
min
Peak# Name Ret.Time Height Area Conc. Units
1 C12:0 6,916 523 1143  0.394 %
2 C14:0 9,688 8690 18062 6,231 %
3 C15:0 11,062 1298 3417 1,179 %
4 C16:0 12,412 80652 167975 57,946 %
5 C16:1 12,724 6360 13997 4,828 %
6 C17:0 13,708 1229 3013 1,039 %
7 C17:1 13,973 633 1566 0,540 %
8 C18:0 14,983 3269 7472 2,577 %
9 C18:1nSc 15,225 14782 36089 12450 %
10 C18:1nSt 15,324 5121 12914 4,455 %
11 C18:2n6c 15,870 2476 6502 2,243 %
12 C18:3n3 16,915 338 1271 0439 %
13 C20:4n6 20,073 3105 10002 3,450 %
14 C20:5n3 21,134 2099 6459 2228 %
Total 130575 289882 100,000

Figura 17 — Cromatograma da amostra AG, (extracdo com cloroférmio) obtido por CG-FID. "Primeira
repeticao da triplicata.
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Intensidade -
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10 20
min
Peak# Name Ret.Time Height Area Conc.  Units
1 C12:0 6,917 1462 3211 0,249 %
2 C14:0 9,694 56167 113609 8,814 %
3 C15:0 11,064 4206 9046 0,702 %
4 C16:0 12,435 370181 846701 65,689 %
5 C16:1 12,729 20871 43356 3,364 %
6 C17:0 13,709 1879 4954 0,384 %
7 C17:1 13,974 2039 5766 0,447 %
8 C18:.0 14,986 5438 12573 0,975 %
9 C18:1n9c 15,231 53828 124707 9,675 %
10 C18:1n%t 15,328 14262 33854 2626 %
11 C18:2n6c 15,872 5573 15044 1,167 %
12 C18:3n3 16,920 798 3011 0,234 %
13 C20:4n6 20,078 13754 42436 3,292 %
14 C20:5n3 21,138 9583 30690 2381 %
Total 560041 1288958 100,000

Figura 18 — Cromatograma da amostra AG; (extracdo com metanol) obtido CG-FID. "Primeira
repeticao da triplicata.
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inensigaaes
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| ' | '
10 20
min
Peak# Name Ret.Time Height Area Conc. Units
1 C12:.0 6,917 1289 2615 0,335 %
2 C14:.0 9,691 27582 55303 7,095 %
3 C15:0 11,063 2706 5795 0,743 %
4 C16:0 12,424 221227 474595 60,884 %
5 C16:1 12,727 14853 32989 4232 %
6 C17:1 13,973 1543 5049 0,648 %
7 C18:0 14,985 10745 24551 3,150 %
8 C18:1n9%¢ 15,228 34048 87384 11,210 %
9 C18:1n%t 15,326 12299 31467 4,037 %
10 C18:2n6c 15,871 5441 14404 1,848 %
11 C18:3n3 16,918 693 2444 0,313 %
12 C20:4n6 20,075 7394 22411 2,875 %
13 C20:5n3 21,135 5603 20504 2630 %
Total 345423 779511 100,000

Figura 19 — Cromatograma da amostra AG, (extracdo com etanol) obtido por CG-FID. "Primeira
repeticao da triplicata.
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miensiaaae
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10 20
min
Peak# Name Ret.Time Height Area Conc. Units
1 C12:0 6,881 3244 7208 0,652 %
2 C14:0 9,658 34199 70457 6,372 %
3 C15:0 11,030 3368 7651 0,692 %
4 C16:0 12,395 280381 631609 57,126 %
5 C16:1 12,695 24064 52673 4,764 %
6 C17:0 13,677 2026 4712 0,426 %
7 C17:1 13,942 1962 4888 0,442 %
8 C18:.0 14,953 26722 60404 5463 %
9 C18:1n9¢ 15,195 45504 108127 9,780 %
10 C18:1n%t 15,292 18934 45612 4,125 %
11 C18:2n6c 15,834 20349 52435 4,743 %
12 C18:3n3 16,878 2205 9179 0,830 %
13 C20:4n6 20,029 6562 22418 2,028 %
14 C20:5n3 21,090 4672 14937 1,351 %
15 C22:0 21,495 627 2570 0,232 %
16 C24:0 25,433 1199 10767 0,974 %
Total 476018 1105647 100,000

Figura 20 — Cromatograma da amostra AGs (extracdo com cloroférmio/metanol) obtido por CG-FID.
Primeira repeti¢cdo da triplicata.
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Apéndice E — Analises em CG-MS das amostras AG;.4
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Figura 21 — Cromatograma e espectros de massas das amostras AG;.4 obtidos por CG-MS. (a) AGg;
(b) AG,; (c) AG3; (d) AGy; (1) Tetradecanoato de metila (C14:0); (2) Hexadecenoato de metila (C16:1);
(3) Hexadecanoato de metila (C16:0); (4) Octadecenoato de metila (C18:1); (5) Octadecanoato de
metila (C18:0) e; (6) Padrao interno — nonadecanoato de metila (C19:0).
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Continuacéo da Figura 21 — Cromatograma e espectros de massas das amostras AG; 4 obtidos por
CG-MS. (a) AG;; (b) AG;; (c) AGs; (d) AGy; (1) Tetradecanoato de metila (C14:0); (2) Hexadecenoato

de metila (C16:1); (3) Hexadecanoato de metila

(C16:0); (4) Octadecenoato de metila (C18:1); (5)

Octadecanoato de metila (C18:0) e; (6) Padréo interno — nonadecanoato de metila (C19:0).
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6 — PADRAO INTERNO — Nonadecanoato de metila (C19:0)

10
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Continuacéo da Figura 21 — Cromatograma e espectros de massas das amostras AG1., obtidos por
CG-MS. (a) AGy; (b) AG,; (c) AGg; (d) AGy; (1) Tetradecanoato de metila (C14:0); (2) Hexadecenoato
de metila (C16:1); (3) Hexadecanoato de metila (C16:0); (4) Octadecenoato de metila (C18:1); (5)
Octadecanoato de metila (C18:0) e; (6) Padréo interno — nonadecanoato de metila (C19:0).




Apéndice F - Analises em CG-FID das amostras BD1¢
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Intensity
125000+
100000+
75000+
50000+
25000+
. I = ﬂ \
G—ILJLLLuwHLlH'm.\Jld FLL-«";‘ ﬁ‘wL_nJ_U Lﬂ'JMU 'm”r'm_ﬁh J||\-| e
L L ) L R L L B L L) LRy LD LR L L) LR L) R AR LA LR At L] REA A LA AL R LA
7 8 o 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1@ 20 21 22 23
min
Peal  RetTime Area Height Conc.  Unit Mark ID# Copd Name
1 5,375 12380 3362 0401 % 6 C12:0
2 1.989 274297 124611 5.874 % 8 Cl14:0
3 0315 24318 10123 0,787 % 10 C15:0
4 10.677 2000087 682567 64.733 % 12 C16:0
5 10,928 232733 88377 7529 % 13 Cl6:1
] 12,160 20634 5487 0,668 % 13 C17:1
7 13.168 47371 17697 1.532 % 16 C18:0
8 13,360 284271 117073 0196 % 17 C18:1n%
o 13.872 51011 20103 1.650 % 19 C18:2n6c
10 14.370 36868 14335 1.193 % 22 C19:0
11 16.591 15585 3679 0504 % 26 C20:2
12 17.300 52303 14473 1.695 % 29 C20:4n6
13 18.360 38277 10051 1.238 % 31 C20:5n3
Total 3001134 1113938

Figura 22 — Cromatograma da amostra BD; (Palisada furcata) obtido por CG-FID.
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Intensity
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4 — T l
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o oo J;Lw;m
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l_ B | Y

|

6
min
Peak#  Ret.Time Area Height Cone.  Unit Mark ID# Cmpd Name

1 5.376 29149 13405 0.391 % 6 Cl12:0

2 6,655 17264 5682 0.231 % 7 C13:0

3 7.998 702347 301917 9.410 % 8 C14:0

4 9315 63877 25803 0.856 % 10 C15:0

5 10.710 4657691 12549004 62.405 % 12 C16:0

6 10,936 553354 213448 7.414 % 13 Cle:l

7 13.174 153125 48745 2.052 % 16 C18:0

8 13,369 721129 268246 9.662 % 17 C18:1n%

9 13.871 87379 31328 1.171 % 19 C18:2n6e

10 14,208 21314 5666 0.286 % 21 C18:3n6

11 15.648 26706 5921 0.358 % 24 C20:0

12 16,585 86710 16489 1.162 % 26 C20:2

13 17.306 179438 44144 2,404 % 29 C20:4n6

14 18.356 118635 29075 1.589 % 31 C20:5n3

15 22,148 29906 4835 0.401 % 36 C24:0

16 22,484 15680 2584 0.210 % 37 C24:1n9

Total 7463704 100.000

Figura 23 — Cromatograma da amostra BD, (Palisada furcata) obtido por CG-FID.
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Intensity
3500004 )
300000- .
250000
200000
1500004
100000 H
500004 \ M ) i
:.\»JE J 'LL»M:"J M ,EFLLJ‘J' | il i’rvd't“uuq_LL |%JM|_'J19 LLJLW"' -
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5 6 7 8 0 10 11 12 13 14 15 16 17 18
min
Pealz Ret Time Area Height Conc. Unit Martk ID# Cmpd Name
1 5.380 38731 18565 0,604 % 6 C120
2 7.990 212592 Q3850 3.810 % 8 Cl4:0
3 8.420 24750 Q662 0444 % 9 Cl41
4 9324 44785 13532 0,803 % 10 C15:0
3 Q.756 50058 13363 0,913 % 11 C15:1
1] 10,680 18558413 651336 33.845 % 12 Cl16:0
7 10,942 1225078 425474 21,956 % 13 Cl6:1
g 12,181 47218 12533 0,846 % 15 C17:1
Q 13.188 160823 63036 2,882 % 16 C18:0
10 13,381 882320 326010 15813 % 17 C18:1n9¢
11 13,805 726607 201056 13,024 % 19 C18:2n6c
12 14.212 69257 28404 1.241 % 21 C18:3n6
13 14.378 51042 17760 0915 % 22 C19:0
14 14.616 121360 47545 2,175 % 23 C18:3n3
15 15.874 11262 3283 0,202 % 25 C20:1n9
16 16,572 24300 3700 0436 % 26 C20:2
Total 5570505 2025216

I:igllra 24 — Prnmatngrama da-amostra BD. (Dhnrmidillm ep) obtido por CG-EID.
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nun
Pealz Ret Time Area Height Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 1.141 9766 7483 0,165 % 2 Ce6:0
2 1.793 4642 3813 0.079 % 3 C8:0
3 3.190 5968 2830 0,101 % 4 C10:0
4 5,392 30020 14823 0,523 % 6 C12:0
3 8.003 217863 02955 3.686 % 8 Cl14:0
6 8.442 35372 11930 0,602 % 9 Cl4:1
7 9.335 39390 13133 0,666 % 10 C13:0
8 10,694 1928875 656052 32,636 % 12 C16:0
9 10,955 1223787 430446 20,706 % 13 Cl6:1
10 12,194 75965 17200 1,283 % 15 C17:1
11 13,202 184474 68910 3121 % 16 C18:0
12 13,395 956336 356003 16,184 % 17 C18:1n9%
13 13,909 746630 293041 12,633 % 19 C18:2n6¢c
14 14,226 95711 33713 1,619 % 21 C18:3n6
15 14,630 142020 49877 2403 % 23 C18:3n3
16 15,886 24497 5051 0414 % 25 C20:1n9
17 16,392 36809 5903 0.623 % 26 C20:2
18 16,992 24923 3302 0422 % 27 C20:3n6
19 17,331 29368 5069 0,300 % 29 C20:4n6
20 18,945 57732 7310 0.977 % 32 C22:0
21 22,169 38353 5447 0,632 % 36 C24:0
Total 3910221 100,000

Figura 25 — Cromatograma da amostra BD, (Phormidium sp.) obtido por CG-FID.
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Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unmit Mark ID# Cmpd Name
1 1,135 9558 7243 0.228 % 2 C6:0
2 1,781 10896 6846 0.260 % 3 C8:0
3 3,178 4426 2327 0.106 % 4 C10:0
4 5,383 298028 148340 7.109 % 6 C12:0
5 6.636 7078 2471 0.169 % 7 C13:0
[ 7.995 420229 186308 10,025 % 8 Cl14:0
7 8441 598927 257506 14287 % 9 Cl4:1
8 9316 27035 10602 0.645 % 10 C13:0
9 10,664 1055722 403682 25,184 % 12 C16:0
10 10,937 970771 387589 23,138 % 13 Cl6:1
11 12,183 23147 £449 0.552 % 15 C17:1
12 13,176 111939 42003 2,670 % 16 C18:0
13 13,366 331311 127592 7903 % 17 C18:1n%¢
14 13 877 100854 35734 2406 % 19 C18:2n6¢
15 14 207 11154 3268 0.266 % 21 C18:3n6
16 14.374 63735 24238 1.568 % 22 C19:0
17 14,610 9541 2684 0228 % 23 C18:3n3
18 15,646 12076 3231 0,288 % 24 C20:0
19 15,868 16347 4106 0.390 % 25 C20:1n9
20 16,589 19616 4096 0.468 % 26 C20:2
21 17.006 14748 2184 0352 % 27 C20:3un6
22 17.309 16089 3443 0.384 % 29 C20:4n6
23 18.406 24174 3727 0577 % 31 C20:5n3
24 18,904 20928 2926 0.499 % 32 C22:0
25 22.144 11691 1796 0.279 % 36 C24:0
Total 4192020 100,000

Figura 26 — Cromatograma da amostra BDs (Pseudanabaena sp.) obtido por CG-FID.
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Peak# Ret.Tiume Area Height Conc. Unmit Mark ID# Cmpd Name
1 1.141 7594 4578 0.183 % 2 C6:0
2 1,787 6680 4774 0.161 % 3 C8:0
3 3.185 8950 3703 0.216 % 4 C10:0
4 5.386 35789 15192 0.863 % 6 C12:0
5 6,665 4936 1289 0.119 % 7 C13:0
6 8.003 409933 180855 9887 % 8 C14:0
7 8438 53132 18845 1.281 % 9 Cl4:1
8 9.327 33540 12866 0.809 % 10 C15:0
9 10,677 1315999 488268 31.739 % 12 Cle:0
10 10,946 976862 394254 23560 % 13 Cle:l
11 12,191 34295 11360 0.827 % 15 C17:1
12 13,192 182527 68098 4402 % 16 C18:0
13 13,378 293785 91365 7.085 % 17 C18:1n9¢
14 13,890 337810 124457 8.147 % 19 C18:2n6¢
15 14219 140537 57289 3.389 % 21 C18:3n6
16 14 382 44718 17143 1.078 % 22 C19:0
17 14,619 24616 20229 1.317 % 23 C18:3n3
18 15.652 13848 3302 0334 % 24 C20:0
19 15,873 24490 6436 0.391 % 25 C20:1n9
20 16,599 24293 3340 0.386 % 26 C20:2
21 16977 12257 2080 0.296 % 27 C20:3n6
22 17,226 9994 2102 0241 % 28 C21:0
23 17,317 20228 7802 0.705 % 29 C20:4n6
24 18.330 19518 4637 0471 % 31 C20:5n3
25 18914 24198 4204 0.584 % 32 C22:0
26 20,515 13095 1992 0316 % 35 C23:0
27 22155 25108 4707 0.606 % 36 C24:0
28 22,489 8615 1462 0.208 % 37 C24:1n9
Total 4146347 100,000

Figura 27 — Cromatograma da amostra BDg (Chroococcales sp.) obtido por CG-FID.



