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1. Introdugado

Biodiesel ¢ um combustivel biodegradavel que emite menor quantidade de compostos
toxicos comparado ao diesel. Ele é preparado a partir de recursos renovaveis e pode ser feito
por diferentes processos'. A maioria do biodiesel comercializado no Brasil ¢ derivado de 90%
de dleo de soja e 10% de gordura animal ou outras fontes de 6leo. No mundo, existem muitas
outras matérias-primas sendo utilizadas para a producao de biodiesel, devido ao fato de cada
pais ter predomindncia de cultivo de determinada oleaginosa. O custo da produgdo de
biocombustiveis ¢ influenciado pela matéria-prima, que pode representar de 60% a 80% do
custo total de producao.

Atualmente, uma variedade de dleos vegetais, gorduras animais” e 6leos residuais tém
sido testados para preparacdo de biodiesel, mas a producdo dos biocombustiveis a partir
dessas matérias-primas ndo suprira a demanda de combustiveis para o transporte’. Nesse
sentido, a biomassa de microalgas ¢ uma alternativa oferecida para producao de biodiesel que
permite a substituicdo do diesel de forma ambientalmente sustentavel®.

Microalgas sdo organismos microscopicos fotossintetizantes de tamanho similar aos
nanoplanctons (2-20pum). Esses organismos usam a energia da luz solar para converter
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didxido de carbono e d4gua em biomassa rica em 6leo, sendo que apresentam maior eficiéncia
fotossintetizante em relacdo as plantas superiores. Esses microorganismos sdo encontrados em
ambientes marinhos ou de agua doce, e podem crescer em areas nao cultivaveis, como o
deserto, e em 4gua de producio’’.

Sua composi¢cdo quimica depende de condi¢des de cultivo como pH, temperatura,
luminosidade, nutrientes e outros fatores’. Compostos com alto valor comercial podem ser
extraidos das microalgas, como os 4cidos graxos v-linolénico, araquidonico,
eicosapentaendico e docosahexaendico, os pigmentos carotendides, e as vitaminas C e E,
além da biotina. E possivel otimizar as condi¢des de crescimento a fim de aumentar a
produgdo de 4cidos graxos que constituem o biodiesel’.

Os o6leos sao predominantemente compostos por triacilglicerideos (TAG), que sao
¢ésteres de acidos graxos ligados ao glicerol. A identificagdo desses compostos ¢ trabalhosa
devido ao numero de atomos de carbonos totais presentes nas moléculas. Por isso, o
desenvolvimento de métodos analiticos para separacdo mais eficiente, como a Cromatografia
Gasosa a Altas Temperaturas (HT-CGC) em colunas polarizaveis ou apolares, tem permitido
a separacdo e identificacdo de um grande numero de TAG em materiais graxos".

Acidos graxos (FA) sdo encontrados na natureza como unidades basicas e essenciais
de moléculas de lipideos. Eles tém uma cadeia de 4cido carboxilico com um grupo carboxila
em uma extremidade e um grupo metila na outra. Eles sdo derivatizados a ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME), que sdo mais volateis ¢ menos polares do que acidos graxos livres
(FFA) e acilglicerideos®, facilitando a caracterizagio por cromatografia gasosa de alta

resolucao (HRGC).

2. Objetivos

Considerando a importancia de se obter novas fontes de matérias-primas para a
produgdo de biodiesel, os objetivos deste trabalho sdo:
e Analisar a composi¢do de acidos graxos e acilglicerideos (mono-, di- e triacilglicerideos)
de 6leos de microalgas;
e Avaliar a viabilidade de utilizacdo de 6leo de microalgas para a produgdo de biodiesel,
e Aplicar a cromatografia gasosa para determinar o perfil de dcidos graxos e acilglicerideos

dos 6leos de microalgas;
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e Investigar a influéncia do conteudo de FA e TAG nas propriedades fisico-quimicas do
0leo de microalga e no uso para a producdo de biodiesel;
e  Por fim, definir os tdxons de maior potencial para servir como nova matéria-prima para a

producdo de biodiesel.

3. Metodologia

3.1 Amostragem e extra¢ao

As amostras de oleo de Chlorella minutissima, Ankistrodesmus gracilis e Cyclotella
sp. foram cedidas pelo laboratorio de ficologia da UFSCar. Os 6leos de Arthrospira platensis,
Entomoneis alata e Cylindrotheca closterium foram cedidos pelo laboratorio de combustiveis
e materiais da UFPB. A biomassa da microalga foi macerada e passada em sistema ultra-som

para desagregac¢do, e finalmente extraida em sistema Soxhlet com n-hexano.
3.2 Anélise FAME

A transesterificagdo dos 6leos de microalgas foi realizada seguindo uma adaptacio
para micro-escala do método desenvolvido por Hartman e Lago®. Inicialmente, preparou-se a
mistura esterificante que sera utilizada no processo de transesterificacao. Para isso adicionou-
se 2,0 g de cloreto de amdnio (MERCK®™) em 60,0 mL de metanol (TEDIA®), seguida pela
adi¢io de 3,0 mL de acido sulfirico concentrado (MERCK™). A mistura foi colocada em um
baldo de fundo redondo, adaptado a um condensador, ¢ mantida sob refluxo com agitagao
manual por 15 minutos. A mistura obtida foi estocada em um baldo volumétrico de 100 mL
com tampa de vidro e pode ser utilizada por algumas semanas, devendo ser estocada em
geladeira. Posteriormente, em um tubo de autoclave pesou-se 35,0 mg do 6leo de microalga,
adicionou-se 0,5mL de uma solucio de hidroxido de sodio (MERCK®™) em metanol secado
(TEDIA®), resultando em uma mistura com concentragdo 0,5 mol.L” e aqueceu-se o tubo de
ensaio por 10 minutos em banho maria a 90°C. Resfriou-se o tubo em banho de gelo e
adicionou-se 1,5 mL da mistura esterificante preparada anteriormente. Aqueceu-se,
novamente, o tubo de ensaio por 10 minutos em banho-maria a 90°C e resfriou-o em banho de
gelo. Adicionou-se 5 mL de n-heptano (TEDIA®) e 10 mL de 4gua destilada. Agitou-se o
tubo manualmente algumas vezes e esperou-se a separacao de fases. Com auxilio de uma

pipeta Pasteur, isolou-se a fase organica, que foi analisada por HRGC.
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A andlise da composicdo dos FAME foi realizada em um cromatografo a gas Agilent
7890, equipado com detector de ioniza¢do de chama, coluna capilar HP-88 (88% cianopropil
metilpolisiloxano, 100 m x 0,25 mm x 0,2 pum) e injetor split/splitless. O modo de inje¢ao
usado foi split, com razao de split 50:1 para injecao de 2,0 uL de amostra e temperatura do
injetor de 280°C. O gas de arraste utilizado foi Hidrogénio 5.0 e o gas de make-up, Nitrogénio
(4.5). A temperatura do forno inicialmente foi de 80°C com taxa de aquecimento de
12°C-min™" até 240°C. Essa temperatura foi mantida por 10 minutos, e novamente aqueceu-se
o forno a4 5°C'min” até 250°C. A temperatura do detector FID foi mantida a 280°C. A
identificacdo dos FAME foi feita por comparagdo com amostras de composicdo conhecidas,
como soja, crambe, girassol, canola ¢ de padrdes de 4cidos graxos (NuCheck Prep™), além de
analises por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo acoplada a Espectrometro de Massas
(HRGC-MS).

A andlise qualitativa de FAME por HRGC-MS foi obtida utilizando um cromatografo
a gas acoplado a espectrdmetro de massas (QP-5050 Shimadzu), utilizando uma coluna
capilar LM-100 (Carbowax 20M, 25 m x 0,25 mm x 0,3 um). O gas de arraste utilizado foi o
Hélio a uma velocidade linear de 35 cm-s™. Inicialmente a temperatura da coluna foi mantida
a 70°C, e depois aumentada para 240°C com taxa de 10°C-min”. O injetor foi mantido a
temperatura de 250°C com volume de inje¢do de 2 pL, no modo split, com razdo de split 10:1.
A temperatura de interface foi mantida a 240°C. A andlise por HRGC-MS permitiu
determinar o numero de duplas ligacdes e o tamanho da cadeia de cada FAME separado
cromatograficamente. Nesse sentido, o pico base m/z 74 corresponde a ésteres de acidos
graxos saturados (SFA), m/z 55 para monoinsaturados (MUFA), m/z 67 para diinsaturados e
m/z 79 para acidos graxos poliinsaturados (PUFA).

3.3 Analise de Triacilglicerideos por HT-CGC em coluna apolar

Para caracterizacdo do perfil triacilgliceridico os oOleos de microalgas foram
preparados em uma concentracio de 2 mg'mL" em n-heptano. O método de anélise da
composi¢ao de TAG foi a HT-CGC com detector FID. A temperatura do injetor foi de 380°C
com volume de injecdo de 2 pL, no modo split, com razdo de split 10:1. O gas de arraste foi
Hidrogénio, com velocidade linear de 40 cm's™, e Nitrogénio como gas de make-up a 20
mL-min”. As analises foram realizadas em uma coluna apolar NST-5HT (5% fenil 95% metil
polisiloxano, 8 m x 0,25 mm x 0,1 um). A temperatura inicial do forno foi de 360°C, e

aumentou para 370°C com taxa de 5°C-min”', e depois aumentou para 390°C com taxa de
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20°C-min”'. O detector foi mantido a temperatura de 385°C. Os TAG foram identificados
através da comparacdo dos tempos de retengdo obtidos para oleaginosas conhecidas, como

Oleos de soja e dendé.
4. Resultados e Discussdo

4.1 Anélise de FAMES
A Tabela 1 lista a composi¢do de acidos graxos de seis espécies diferentes de
microalgas e a Figura 1 mostra o cromatograma obtido para a Cyclotella sp. por HRGC-FID.
As condicdes cromatograficas permitiram a separagdo de FAME contendo de 4 a 24 dtomos

de carbono em 25 minutos, que ¢ um tempo de analise adequado em trabalhos de rotina.

Tabela 1. Composicdo de FAME dos 6leos de microalgas.

Composicdo de acidos graxos dos éleos de microalgas (%)

Acidos Graxos Chlorella Ankistrodesmus | Cyclotella Spirulina Entomoneis | Cylindrotheca
minutissima gracilis sp platensis alata closterium
M (C14:0) 1,9 1,2 11,6 - 19,8 13,9
Mo (C14:1) - - - - 1,2 0,7
Pt (C15:0) - - 1,1 - 1,0 1,3
C15:1 ¢9 - 4,6 - - - -
C15:2 7, c10 1,4 7,3 0,5 - - -
P (C16:0) 62,4 40,5 18,1 57,0 19,9 17,6
C16:1 c7 - - - - - 1,7
Po (C16:1 ¢9) 2,0 6,9 40,2 2,4 23,4 18,9
C16:2 7, 10 - - 1,3 - 5.4 2,8
C16:2 ¢9,c12 - - 2,4 - 1,9 4,9
C16:3 c4,c7,c10 - - - - 5,2 3,8
C17:3 ¢5,c8,c11 - - - - 1,4 6,1
S (C18:0) 6,4 2,1 12,4 3,3 1,1 1,2
O (C18:1c7) 15,9 10,7 - 11,3 1,3 2,1
V (C18:1 cl11) 1,2 1,4 - 1,2 4,0 4,1
L (C18:2¢9,c12) 3,9 3,2 - 13,2 0,8 1,0
y-Ln (C18:3¢6,c9,c12) - - 6,0 1,3 1,1
Ln (C18:3¢9,c12,c15) - 3,5 2,5 - 0,5 3,0
A (C20:0) - - - - - 1,5
Ga (C20:1 c9) 1,8 - 1,0 - - -
Aa (C20:4 c5,c8,c11,c14) - - - - 0,5 4,2
Be (22:0) - - - 1,2 9,2 8,3
Er (C22:1¢13) - - 6,3 - - -
Lg (C24:0) - - - - 2,1 -
Ne (C24:1 cI5) - 11,7 0,5 - - -
XSFA 70,7 43,8 43,2 61,5 53,1 43,8
IMUFA 20,9 35,3 48,0 14,9 29,9 27,5
XPUFA 53 14,0 6,7 19,2 17,0 26,9
Naio Identificados 3,1 6,9 2,1 4,4 - 1,8

Legenda: SFA: 4cidos graxos saturados; MUFA: 4cidos graxos monoinsaturados; PUFA: acidos
graxos poliinsaturados (com duas ou mais ligagdes duplas)
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Figura 1. Cromatograma de FAME do 6leo da microalga Cyclotella sp. por HRGC-FID.

A identificacdo dos acidos graxos permite que se estime as caracteristicas finais do
biodiesel, como massa molecular média, viscosidade, estabilidade oxidativa, indice de cetano,
entre outras. A qualidade do biodiesel pode sofrer variagdes conforme as estruturas
moleculares dos seus ésteres constituintes'.

O perfil cromatografico também evidencia a diversidade de tamanho de cadeias e
graus de insaturagdes, entre microalgas da mesma classe. Além da variedade da composi¢ao
de 4cidos graxos, a maioria dos Oleos de microalgas analisados ¢ composta por 43-70% de
acidos graxos saturados e 15-48% de acidos graxos monoinsaturados.

A predominancia de acidos graxos saturados no 6leo produzird um biodiesel com alta
estabilidade oxidativa e alto nimero de cetano (qualidade de ignigdo), porém com alto ponto
de entupimento de filtro a frio (temperaturas de perda de filtrabilidade). Por outro lado, acidos
graxos insaturados produzem biodieseis com boa propriedade de fluidez a frio , mas com
maior susceptibilidade a oxidagdo, o que ¢ critico durante a estocagem'".

O perfil de FAME da Chlorella minutissima mostrou uma composi¢do de acidos
graxos similar a 6leos vegetais, como soja ¢ amendoim, devido a presenga consideravel de
acido palmitico (C16:0) e oléico (C18:0 cis9). A abundancia desses acidos também foi
observada quando a biomassa dessa microalga foi extraida com tolueno'.

Os FAME encontrados em 4. gracilis sao similares a C. minutissima, porém diferem
pelo fato de haver maior percentual de acidos graxos de cadeias curtas e insaturadas em sua

composicao (13,1% de cadeias curtas para 4. gracilis e 3,3% para C. minutissima; 49,3% e
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26,2% de cadeia insaturada para A. gracilis e C. minutissima, respectivamente). A. gracilis
também mostrou alto conteudo (11,7%) de acido nervonico (C24:1 cis15), que ¢ incomum.

Cyclotella sp também mostrou acidos graxos de cadeia longa e instaurada, como
acidos erucico (C22:1 cisi3) e nervonico (C24:1 cisl5), porém essa microalga tem grande
quantidade (40,2%) de acido palmitoléico (C16:1 cis9) e acido erucico (6,3%) quando
comparada com outras microalgas. Um perfil similar foi observado para microalgas de
mesmo género: Cyclotella meneghiniana® e Cyclotella cryptic'®. A espécia Cyclotella pode
acumular cerca de 42% de lipideos em sua biomassa seca'> sobre condigdes de estresse de
nitrogénio, sob temperatura ambiente e salinidade moderada'®.

C. minutissima e A. gracilis tem presenca significante de C16:0 e C18:1, que sdo
caracteristicos de classe de microalgas Chlorophyceae, € os acidos graxos C14:0, C16:0 e
Cl16:1 sao predominantes em Cyclotella sp., E. alata e Cylindrotheca closterium sao
representativas da classe de microalgas Bacillariophyceae'"".

Em Arthospira platensis, o 4cido palmitico foi dominante. Esta amostra também
contém 4cidos oléico, linoléico e y-linénico. Quando comparado com as microalgas
estudadas, 4. platensis mostrou alto conteudo de acido y-linolenico e auséncia de &cido
linolénico, como mostrado na literatura'®. Estudos mostraram que a composi¢io de acidos
graxos de A. platensis ¢ influenciada pelas condigdes de cultivo como luz, temperatura e
nutrientes'’. E importante observar que o 4cido y-linolenico (GLA — C18:3) é um precursor da
producao de prostaglandina EI, um importante composto ativo biologico requerido para
reducdo da inflamagdo e pressdo arterial. Além disso, GLA ¢ usado para o tratamento de
artrite reumatoide, eczema e sindrome pré-menstrualzo.

Quando comparado com o6leos vegetais comuns e outros 6leos de microalgas, as
microalgas Entomoneis alata e Cylindrotheca closterium sao as mais ricas fontes de acido
miristico (C14:0), palmitoléico (C16:1 cis9) e behénico (C20:4). Chlorella minutissima
apresentou grande quantidade de 4cidos graxos saturados, o que significa que pode produzir
biodiesel com o6tima estabilidade oxidativa, porém, provavelmente com altas temperaturas de
entupimento de filtro a frio (CFPP). O mesmo comportamento pode ser observado para a
producao de biodiesel através da Ankistrodesmus gracilis, que, além das propriedades
observadas anteriormente, vai apresentar alta viscosidade devido a grande quantidade de

acidos graxos de cadeia longa como acido nervonico (C24:1).
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4.2 Anélise de triacilglicerideos

A Tabela 2 mostra a composic¢ao triacilgliceridica obtida por HT-CGC, e a Figura 2

mostra um exemplo de cromatograma de TAG presente no 6leo da microalga Cyclotella.

Tabela 2. Composicao de triacilglicerideos de oleos de microalgas.

Composicao de triacilglicerideos dos 6leos de microalgas (%)
TAG Chlorella Ankistrodesmus Cyclotella Spirulina Entomoneis Cylindrotheca
minutissima gracilis sp. platensis alata closterium
T42 - - - - 1,0 -
T43 - - - - 7,1 -
T44 0.8 - 2.6 - 1,1 22,0
T45 - - 1.4 - 4,3 56,7
T46 2.5 - 26.2 - 35,4 4,8
T47 - - 2.9 - 2,5 4,5
T48 5.5 7.8 56.0 - 43,7 10,9
T50 24.5 7.3 6.7 2,9 5,0 -
T52 41.0 27.5 2.4 18,8 - -
T54 20.5 45.4 1.4 54,4 - -
T56 3.7 3.8 0.3 11,7 - -
T58 1.0 2.5 - 10,5 - -
T60 0.3 2.1 - 1,6 - -
T62 - 34 - - - -
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Figura 2. Cromatograma de TAG do 6leo da microalga Cyclotella sp. por HT-CGC em

coluna apolar.

A analise cromatografica do 6leo de microalga em coluna apolar curta mostrou uma

rapida separagdo (menor que 3 minutos) dos picos de TAG de acordo com o nimero de
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atomos de carbono dos acidos graxos do TAG. Por exemplo, T50 ¢ um TAG com 50 atomos
de carbono (excluindo a cadeia de carbono do glicerol) na somatéria dos atomos de carbono
das trés cadeias carbdnicas dos acidos graxos ligados ao glicerol.

A anélise por HT-CGC mostrou que alguns dos 6leos de microalgas analisados sao
mais ricos em TAG do que outros. Isso pode ser visto através da intensidade do sinal dos
picos do TAG, que sdo maiores para os 6leos das microalgas C. minutissima e Cyclotella sp.
E possivel estabelecer nessas amostras que os acidos graxos sdo distribuidos em mais classes
de TAG (9 classes), se comparado com amostras de 6leo das microalgas A. gracilis (8
classes), A. platensis (6 classes), C. closterium (5 classes) e E. alata (8 classes).

O dleo extraido da microalga C. minutissima ¢ predominantemente composto por TAG
de cadeias médias como T50, T52 e T54, cujo contetido ¢ de 86% do total de TAG. A
microalga A. gracilis e A. platensis sdo caracterizadas pela presenca de T52 e T54, que
representam 73% do total de TAG. E importante mencionar que as oleaginosas mais comuns®
usadas para a produgdo de biodiesel' contém TAG com T50 a T54.

C. closterium, Cyclotella sp. e E. alata mostraram ser, dentre as seis microalgas
analisadas, as microalgas com menores cadeias de TAG. Os TAG predominantes em C.
closterium foram T44 e T45, e para Cyclotella e E. alata, T46 e T48. Porém esses TAG nao
sdo os de menor cadeia quando comparados com os presentes em 6leos vegetais como oOleo de

palma, murumuru e tucuma® que apresentam predominantemente os TAG T36 e T42.

5. Conclusio

Entre todas as microalgas analisadas, Arthrospira platensis, Entomoneis alata e
Cylindrotheca closterium mostraram ser Uteis para outras finalidades, em vez da produgao de
biodiesel a partir de seu 6leo. Isso ¢ devido a presenga dos acidos graxos y-linolénico e
araquidonico, na microalga 4. platensis, que afetam a estabilidade oxidativa do biodiesel,
porém sdo importantes e de alto valor comercial como suplementos alimenticios.

Chlorella minutissima e Ankistrodesmus gracilis, provavelmente, vao produzir
biodiesel com 6tima estabilidade oxidativa, porém com maiores temperaturas de CFPP.

Cyclotella sp. mostrou ser a microalga mais importante, dentre os seis tadxons
analisados, para a produgdo de biodiesel com qualidade de especificacdes aceitaveis, devido
ao balanco entre acidos graxos saturados e monoinsaturados, além da presenca predominante
de acidos graxos de cadeia média como acido palmitoléico (C16:1 cis9) e palmitico (C16:0)

que vao proporcionar viscosidade e massa especifica adequadas.
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Embora a andlise cromatografica dos TAG seja mais rapida do que a andlise de
FAME, a composi¢cdo de TAG nao fornece informagdes que permitem prever a qualidade do
biodiesel produzido a partir do 6leo de microalga. Entretanto, a analise de TAG por HT-CGC
pode ser tutil para avaliar se um o6leo de microalga ¢ composto predominantemente por

triaciglicerideos ou outro tipo de lipideos, devido a intensidade do sinal dos picos de TAG.
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