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RESUMO

As microalgas tém se tornado uma fonte promissora de
energia renovavel; além de fornecerem lipidios,
carboidratos, proteinas, vitaminas e pigmentos, dentre
outras diversas substancias de alto valor agregado,
contribuem enormemente para a reducdo do efeito
estufa na atmosfera, ao consumirem o diéxido de
carbono pela realizagdo de fotossintese. Os lipidios
representam uma importante fonte de matéria prima
para a obteng¢do de biocombustiveis, tal como o
biodiesel. Um dos processos de obtencdo de lipidios de
excelente custo beneficio é a extracdo via solventes,
utilizando cloroféormio e metanol. Visando a obtencdo
do maior rendimento em lipidios por grama de
biomassa, foram extraidos lipidios da biomassa da

microalga marinha Chlorella minutissima, empregando
um arranjo ortogonal de Taguchi com o estudo
simultaneo de quatro fatores que influenciam neste
processo: umidade da biomassa, propor¢do entre os
solventes, quantidade total de solventes utilizada e
tempo de ultrassom para potencializar a quebra da
parede celular, facilitando a liberagdo destes lipidios.
Obteve-se um teor de 20% em lipidios, pelo emprego de
uma biomassa com 64% de umidade, uma proporg¢do de
cloroférmio: metanol: dgua de 5,7: 3: 1, com um total de
33 mL de solventes e em apenas 70 minutos de
ultrassom. Os lipidios extraidos foram transesterificados
em biodiesel etilico via catalise acida, obtendo-se uma
conversdo de 94,45%.

PALAVRAS-CHAVE: Extracdo via solventes, Taguchi, Lipidios, Biomassa Umida, Chlorella minutissima.

EVALUATION OF FACTORS INVOLVED IN THE LIPID EXTRACTION OF MICROALGA
CHLORELLA MINUTISSIMA BIOMASS VIA SOLVENTS

ABSTRACT
Microalgae have become a promising source of
renewable  energy; besides  providing lipids,

carbohydrates, proteins, vitamins and pigments, and
other substances with high added value, they contribute
greatly to the reduction of greenhouse effect in the
atmosphere by consuming carbon dioxide by
photosynthesis. Lipids represent an important source of
raw material for obtaining biofuels, such as biodiesel.
One of the processes for the production of cost-effective
lipids is extraction via solvents, using chloroform and
methanol. In order to obtain the highest lipid yield per
gram of biomass, lipids were extracted from Chlorella

minutissima biomass and a Taguchi orthogonal array
was applied, with simultaneous study of four factors
that influence at this process: biomass moisture, solvent
ratio, total volume of solvents and ultrasound time to
potentiate breakdown cell wall, facilitating release of
lipids. 20% lipid content was obtained by employing 64%
wet biomass, a ratio of 5.7 chloroform: 3 methanol: 1
water, 33 mL total volume and 70 minutes ultrasound
time. Lipids were converted to biodiesel by
transesterification via acid catalysis, obtaining 94.45%
conversion.

KEYWORDS: Extraction via solvents, Taguchi, Lipids, Wet Biomass, Chlorella minutissima.
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1 INTRODUCAO

As fontes de energia de origem fdssil ndo renovavel tais como: carvao mineral, petréleo e
seus derivados tém sido continuamente exploradas e utilizadas desde a primeira Revolucao
Industrial até os dias atuais. De fato, o uso e transformacdo dessas fontes energéticas
contribuiram para enormes avancos tecnolégicos e o desenvolvimento industrial de toda a
humanidade, contudo, combustiveis de origem fdssil sdo diretamente ligados ao aumento dos
gases poluentes na atmosfera terrestre, que causam o aquecimento global e os desequilibrios do
clima, ao mesmo tempo, afetando a economia global. (Cheah, Show, Chang, Ling, & Juan, 2015).

A partir da década de 1990, ha, no entanto, uma crescente consciéncia mundial para
buscar a diminuigdo do uso de fontes poluidoras e ndo renovaveis, substituindo-as por energia
limpa e renovavel.

Nesse cenario surgem as microalgas, fonte promissora de energia renovavel, capazes de
fornecer diversos produtos e substancias importantes em diferentes campos tecnolégicos e
aplicacdes. No ramo energético, por exemplo, fornecem matéria-prima para gerar
biocombustivel e apresentam como vantagem, o fato de ndo concorrerem com fontes de
alimento, como a soja (Derner, Ohse, Villela, Carvalho, & Fett, 2006). As microalgas podem ser
cultivadas em dreas abertas ou fechadas, com luz artificial ou natural, ndo dependendo das
condicbes climaticas para seu crescimento. Adaptam-se a diferentes condi¢cdes de cultivo,
reproduzindo-se e crescendo rapidamente, gerando biomassa cuja colheita pode ser realizada
em ciclos semanais, o que é um tempo significativamente menor comparado ao das plantacdes
de graos (Koller, Muhr, & Braunegg, 2014; Milano et al., 2016). Além disso, contribuem
enormemente para a reducdo do diéxido de carbono na atmosfera, visto que, para cada tonelada
de biomassa microalgal gerada, sdo consumidos 1,83 toneladas de didxido de carbono
atmosférico (Cheah et al., 2015; Patil & Honaguntikar, 2014).

Embora o nimero de espécies de algas seja ainda indeterminado, estima-se que esta
acima de dez milhdes de espécies, a maioria das quais sdo provavelmente microalgas, de elevada
diversidade. Estima-se que existam até um milhdo de espécies de microalgas, sendo que
atualmente cerca de quarenta e quatro mil espécies ja sdo conhecidas.

As microalgas podem fornecer diversas substancias Uteis e de alto valor agregado: acidos
graxos poli-insaturados, carotenoides, ficolibinas, polissacarideos, vitaminas, esterdis,
antioxidantes e redutores de colesterol (denominados compostos bioativos naturais), os quais
podem ser empregados especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais, devido as
suas propriedades nutricionais e farmacéuticas e no campo energético fornecem diferentes tipos
de biocombustiveis, como metano, hidrogénio, bio-dleo e etanol (Cardoso, Eliza, Vieira, &
Kappes, 2011).

Dentre estas diversas substancias de interesse, destacam-se os lipidios. Lipidios algais sdo
compostos por glicerol ou bases esterificadas de acidos graxos saturados ou insaturados
(Neofotis et al., 2016).

Dentre todos os acidos graxos encontrados nas microalgas, alguns das familias 6mega 3 e
Omega 6 sdo de particular interesse (Ferreira, Souza-soares, Alberto, & Costa, 2013; Mesko &
Jacob-lopes, 2012). No grupo dos lipidios, encontram-se os lipidios neutros como triglicerideos,
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diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres e lipidios polares, como os fosfolipidios, entre
outros (Kwietniewska, Tys, Krzeminska, & Koziel, 2012). O conteudo lipidico das células algais
pode variar entre 1% e 70%, podendo alcancar teores ainda mais elevados, conforme as
condicdes de cultivo empregadas e a espécie escolhida (Neofotis et al., 2016).

Dentre as muitas espécies conhecidas, as microalgas marinhas sdo de especial interesse
para a obtencdo de lipidios a partir de sua biomassa, visto que, adaptam-se com facilidade em
condicdes similares ao ambiente marinho e, sob condi¢des adequadas de cultivo, reproduzem-se
com facilidade e rapidez, produzindo conteuldos significativos de lipidios, inclusive podem ser
cultivadas em aguas residuais de estacdes de tratamento (He et al., 2016; Kwietniewska et al.,
2012).

Seja para a producdo de biodiesel ou para a obtencdo de outras substancias de valor
agregado, como 6mega 3 e 6mega 6, a utilizacdo de métodos confidveis para uma extracao
adequada e reprodutivel, de baixo custo, e em condi¢cdes seguras, ndo agressivas ao meio
ambiente, objetivando a producdo de lipidios em ampla escala, é de extrema importancia, visto
gue este processo fornece a matéria prima basica de interesse para outros produtos acabados:
os lipidios (Du, Schuur, Kersten, & Brilman, 2015).

Assim, este trabalho dedicou-se ao estudo de quatro varidveis que interferem no processo
de extracdo dos lipidios da biomassa microalgal, a partir de uma condicdo de cultivo padronizada,
em especifico: a umidade da biomassa, volume total de solventes (cloroférmio, metanol e agua),
proporgao entre os solventes empregados e tempo de ultrassom.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

De acordo com KWIETNIEWSKA et al. (2012), algas sdo os mais simples organismos
autotroficos difundidos na Terra. Seu numero é ainda indeterminado, mas estima-se em até 10
milhdes, a maioria das quais sdo provavelmente microalgas, isto &, algas unicelulares. Além disso,
sua diversidade é imensa, formando um grupo polifético de espécies autotréficas eucaridticas.

Conforme NEOFOTIS et al. (2016), pode-se chegar até um milhdo de espécies de
microalgas, sendo que atualmente cerca de quarenta e quatro mil espécies ja sdo conhecidas.

Com referéncia a biomassa de algas, algumas vantagens consideraveis sobre as demais
matérias primas tradicionais (as oleaginosas) sdo: alta produtividade: normalmente 10-100 vezes
maior do que as culturas terrestres, captura altamente eficiente de didxido de carbono, elevado
teor de lipidios ou de amido, que podem ser usados na producdo de biodiesel ou bioetanal,
respectivamente (Neofotis et al., 2016).

As microalgas podem ser cultivadas em areas abertas ou fechadas, com luz artificial ou
natural, em dgua salgada ou doce, aguas salobras ou residuais, ndo dependendo das condicdes
climaticas para seu crescimento, inclusive, utilizando terreno de terras nao araveis. Adaptam-se a
diferentes condicdes de cultivo, reproduzindo-se e crescendo rapidamente, gerando biomassa
cuja colheita pode ser realizada em ciclos semanais, ao longo de todo o ano, o que é um tempo
expressivamente menor, comparado ao das plantacdes de graos.

Sob condi¢Ges 6timas de cultivo, as microalgas multiplicam-se rapidamente, porém nao
acumulam tanto substancias de armazenamento, tais como carboidratos e lipidios. Por outro
lado, sob condicdes ambientais desfavoraveis, ou seja, sob stress, causado principalmente pela
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deficiéncia de nutrientes, principalmente nitrogénio e fdsforo, ocorre o acumulo de tais
substancias (Kwietniewska et al., 2012; Mesko & Jacob-lopes, 2012). O teor de lipidios de
microalgas varia consideravelmente de uma espécie para outra e pode abranger, em termos de
biomassa seca, de 5 a 77 % ou mais (Chisti, 2007; Mata, Martins, & Caetano, 2010). Niveis
lipidicos de 20 a 50% sao bastante comuns de serem obtidos.

Ha diversos métodos que podem ser empregados para obtencdo de lipidios, a partir de
sua biomassa, como por exemplo, tecnologia supercritica, micro-ondas, ultrassom, agua
subcritica, e misturas de diferentes solventes, contudo, algumas dessas tecnologias embora
possam apresentar bons resultados, requerem elevado investimento em equipamentos e em sua
manutencdo, bem como, demandam elevado consumo de energia (Du et al., 2015; Reddy et al.,
2014).

Dentre os diferentes métodos existentes, os métodos de extracdo por solventes
destacam-se devido a sua praticidade, baixo custo dos reagentes empregados e recuperacdo dos
solventes para reutilizacdo. Um destes métodos, publicado originalmente por Bligh & Dyer em
1959, apesar de empregado para tecidos de origem animal, tem-se mostrado promissor quando
aplicado a biomassa microalgal, especialmente por permitir trabalhar com elevados teores de
umidade nesta biomassa (Bligh & Dyer, 1959; Chatsungnoen & Chisti, 2016).

Visto que a biomassa recém colhida apds filtracdo contém ainda cerca de 60 a 85% de
agua, a extracdo nessas condicdes é um fator positivo e relevante de economia de energia e de
tempo de processo (Arora, Patel, Pruthi, & Pruthi, 2016; Chatsungnoen & Chisti, 2016).

O método original de Bligh & Dyer emprega solventes de baixo custo (metanol e
cloroférmio), de baixa toxicidade, e que podem ser facilmente recuperados e reutilizados (Bligh &
Dyer, 1959).

Diversos estudos demonstram que a utilizacdo de algumas técnicas de pré tratamento
atuam como coadjuvantes no processo de extracdo, potencializando-o. Umas dessas técnicas é a
utilizacdo do ultrassom, que pode elevar em mais de 50% o teor de lipidios extraidos da biomassa
(Dos Santos, Moreira, Kunigami, Aranda, & Teixeira, 2015; Garoma & Janda, 2016).

Neste contexto, o presente trabalho estudou simultaneamente quatro fatores no
processo de extracdo dos lipidios da biomassa microalgal: o teor de umidade presente na
biomassa, a proporcdo entre os solventes utilizados, a quantidade de solventes empregada e o
tempo de ultrassom, sob condicdes controladas, visando alcancar a melhor condicdo ou
condicdes que resultem na obtencdo do maior teor de lipidios extraidos, com o menor consumo
de solventes possivel e menor tempo de processamento.

A microalga marinha Chlorella minutissima foi escolhida, em virtude de ser uma espécie
gue se adapta a diferentes condi¢bes de cultivo em larga escala, rica em dacidos graxos poli-
insaturados, especialmente o EPA (Acido Ecosapentaenoico). Os lipidios totais extraidos s3o uma
fonte promissora de matéria prima para o biodiesel, bem como para diversas outras aplicacdes,
tais como farmacos e alimentos funcionais.

Para a eficacia na conducdo do estudo simultdneo destas quatro varidveis em trés
diferentes niveis, bem como, a andlise e proposicdo dos melhores ajustes, foi utilizada como
ferramenta estatistica o arranjo ortogonal L9 de Taguchi. O estudo simultdneo destes quatro
fatores, combinados em um arranjo ortogonal de Taguchi, permite distinguir quais deles
realmente interferem no processo de extracdo, objetivando o maior teor de lipidios totais
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extraidos, no menor tempo de processamento possivel, com uma reducdo no consumo de
solventes; ao utilizar a biomassa com elevados indices de umidade, objetiva-se a economia em
tempo de processo e reducdo no consumo de energia.

3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo da microalga
Foi utilizada neste trabalho a microalga marinha Chlorella minutissima, cuja cepa foi
gentilmente doada pelo Departamento de Oceanografia Bioldgica do Instituto Oceanografico da
USP, Sao Paulo. Esta espécie tem suas condi¢des de cultivo bem desenvolvidas e ajustadas e foi
determinada de acordo com C. C. Loures et al.,, (2015) empregando o meio modificado de
Guillard f/2.
3.2 Fotobioreatores, acompanhamento do crescimento e colheita da microalga
O cultivo ocorreu em trés fotobioreatores de colunas de volume util de 44 litros, sob
iluminacdo constante de 24 horas, sob luz fluorescente e aeracdo constante, sem injecdo de
didxido de carbono; o periodo de inoculacdo até a colheita compreendeu cerca de sete dias.
Durante este periodo, foram realizadas andlises de absorbancia via espectrofotometro uv-
visivel para acompanhamento do crescimento das microalgas, findo o qual, a biomassa foi
colhida e floculada, utilizando-se solu¢do de sulfato de aluminio 1N, filtrada a vacuo, embalada
em papel aluminio, identificada e armazenada a -20°C, para posterior utilizacao.
3.3 Preparacdo da biomassa
A biomassa microalgal congelada foi retirada do freezer, permanecendo em repouso a
temperatura ambiente por um periodo de 12 horas. Apds este periodo, foi distribuida
cuidadosamente sobre um vidro de relégio com o auxilio de uma espatula, e levada a secar em
estufa a uma temperatura controlada entre 55 a 60 °C, por um periodo de 24 horas. Apds
secagem até peso constante, a biomassa foi triturada utilizando-se gral e pistilo de porcelana até
obter uma consisténcia homogénea; em seguida foi acondicionada em frasco hermeticamente
fechado e identificado.
3.4 Quantidade de amostra e hidratacao controlada
Para cada uma das extracdes realizadas, foi pesado 1 g da biomassa seca em frasco
erlenmeyer de 125 mL. Em seguida, foi adicionada a respectiva quantidade de dgua destilada,
com pipetador automadtico, perfazendo a porcentagem de umidade de acordo com o
experimento a ser realizado, determinado aleatoriamente. O periodo de hidratacdo foi de 30
minutos em ultrassom.
3.5 Planejamento de experimentos e escolha dos fatores

Os fatores e seus respectivos niveis foram aplicados conforme a Tabela 1.

Fatores/Niveis 1 2 3

A - Umidade da biomassa (%) 64 72 80
B — Proporgdo de solventes 2:2:1 2:2,5:1 (5,7:3:1

C — Volume total solventes (mL) 10 20 33

D — Tempo ultrassom (min) 50 70 90

Tabela 1: Fatores e niveis da matriz experimental.




ZORN, PEDRO, AMARAL, LOURES & SILVA (2017) H ['

ISSN 1807 - 1600

Os reagentes empregados, cloroférmio e metanol, sdo de grau analitico. Utilizou-se agua
destilada. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Os niveis dos fatores foram escolhidos, levando-se em consideracdo os mais significativos,
em termos de resultados obtidos nos processos de extracao de lipidios por solventes.

3.6 Niveis dos fatores

Para os niveis da umidade da biomassa, Bligh & Dyer (1959) enfatizam a importancia de se
trabalhar com um tecido contendo 80% de umidade e Neofotis et al. (2016) obtiveram excelentes
resultados com uma biomassa microalgal com 72% de umidade; decidiu-se avaliar os efeitos em
uma escala decrescente de umidade, dai o menor nivel da matriz experimental em 64%.

Para os niveis de proporcao de solventes, de acordo com Bligh & Dyer (1959), a propor¢ao
do sistema ternario cloroférmio: metanol :dgua foi de 2:2:1, enquanto que F Smedes &
Thomasen (1996); Foppe Smedes & Askland (1999) estudaram um incremento na quantidade de
metanol para melhores resultados de extracdo, relacionado ao rompimento das paredes das
células (2:2,5:1) e Chatsungnoen & Chisti (2016) obtiveram étimos resultados com um nivel mais
elevado de cloroférmio e metanol (5,7:3:1).

Para os niveis de volume de solventes, verificou-se na literatura uma variabilidade quanto
aos volumes totais empregados; varios destes encontram-se dentro dos niveis especificados na
Tabela 1.

Para os niveis de tempo de ultrassom, os tempos de ultrassom empregados podem variar
de 20 minutos até acima de 4 horas, de onde foram testados os trés diferentes niveis
estabelecidos neste trabalho (Adam, Abert-Vian, Peltier, & Chemat, 2012; Dos Santos et al., 2015;
Garoma & Janda, 2016).

3.7 Extragdo dos lipidios

Os experimentos com a aplicagdo simultanea dos fatores e seus respectivos niveis

obedeceram criteriosamente ao arranjo ortogonal L9 de Taguchi, conforme a Tabela 2.

Experimento N°. Fator A Fator B Fator C Fator D
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

Tabela 2: Arranjo ortogonal L9 de Taguchi.

3.8 Processo de extracao
O processo de extracdo consistiu de trés etapas distintas:
Etapa 1: Adicao de cloroféormio e metanol ao erlenmeyer contendo a amostra hidratada,
agitacdo manual por 2 minutos e agitacdo via banho de ultrassom a temperatura ambiente, pelo
tempo especificado conforme o experimento em andamento;
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Etapa 2: Retirada do erlenmeyer do banho de ultrassom, adicdo de cloroférmio, agitacao
manual por mais 2 minutos, e em seguida nova agitacao via banho de ultrassom a temperatura
ambiente, pelo tempo especificado conforme o experimento em andamento.

Etapa 3: Retirada do erlenmeyer do banho, adicio de agua destilada conforme
especificado para o experimento em andamento e agitacdo manual por mais 2 minutos. Apds a
etapa 3, foi realizada a filtracdo do conteudo do erlenmeyer, com papel de filtro de 12,5 cm de
diametro, filtragem média. A biomassa ficou retida no papel de filtro e o filtrado foi
cuidadosamente coletado e diretamente transferido para um funil de separagdo de vidro de 125
mL. Este filtrado permaneceu em repouso, até a total separacdo de fases. A fase inferior foi
cuidadosamente coletada em frascos de pesagem que foram previamente limpos, secos em
estufa e pesados em balanca analitica, sendo a massa do frasco vazio registrada.

Os frascos contendo a fase inferior do filtrado foram identificados, levados para
evaporacdo do solvente em estufa a 55 — 60 °C por um periodo de 24 horas. Finalizado este
tempo, os frascos foram retirados da estufa e deixados em dessecador por 15 minutos, para
resfriamento a temperatura ambiente. Os frascos foram novamente pesados e sua massa final
registrada.

3.9 Calculo dos lipidios em porcentagem

A quantidade de lipidios obtida em gramas em cada experimento foi calculada em

porcentagem, em relagdo a 1 g de biomassa seca, conforme a Equagao (1):

% Lipidios = (m2 -m1) x 100 (1)

Onde m2 refere-se a massa do frasco contendo lipidios e m1 refere-se a massa do frasco
vazio, em gramas.

3.10 Transesterificacao dos lipidios da microalga

O processo de sintese de ésteres de etila (biodiesel) foi realizado em baldo de fundo
redondo, acoplado a um condensador de refluxo, em banho de adgua aquecido e com agitacdo
magnética. O meio reacional foi composto de lipidios e etanol na razdo molar 1:30, catalisado por
acido sulfurico (10% m/m), a temperatura de 80°C, durante 5 horas.

A andlise em Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN1H) é utilizada para
contabilizar o numero de hidrogénios presentes no composto da amostra, sendo, entdo, possivel
identificar a conversdo dos lipidios em ésteres etilicos nesta amostra, observando os picos
caracteristicos de éster de etila. A indicacdo da presenca de éster de etila em um espectro de
RMN'H é o quarteto (quatro picos) entre 4,05 e 4,35 ppm, caracteristico do grupo etéxido,
formado durante a reacdo de transesterificacao.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo quatro etapas principais compreenderam o trabalho experimental, a saber:

. Cultivo da microalga (meio f2 de Guillard) sem adicdo de fontes de carbono;
. Colheita da biomassa, composta por floculacao e filtracao;

. Preparagdo da biomassa (secagem e moagem);

. ExtracGes (etapa principal, onde é inserido o Planejamento de Taguchi);




ZORN, PEDRO, AMARAL, LOURES & SILVA (2017)

HOLOS

ISSN 1807 - 1600

O material lipidico foi convertido em ésteres de etila por transesterificacdo para
demonstrar a qualidade dos lipidios extraidos.

A Figura 1 ilustra esquematicamente as principais etapas que compuseram o presente

trabalho.

Cultivo das

microalgas

Colheita:
Floculagéo
Filtragdo

-

Preparagéo

dabiomassa:

secagem,
moagem

ExtragOes

I
[
I
I
| Realizagao
I
I
[

Planejamento

4.1 Andlise estatistica

Figura 1: Etapas do trabalho experimental.

Os experimentos foram realizados para avaliar a influéncia dos fatores: umidade da
biomassa, proporgdao de solventes, quantidade total de solventes e tempo total de ultrassom,
sobre o teor de lipidios extraidos da biomassa da microalga marinha Chlorella minutissima,
visando encontrar o melhor ajuste que proporcionasse o maior rendimento em lipidios, no
menor tempo possivel e com menor consumo de solventes. Os efeitos dos quatro fatores
aplicados simultaneamente, em trés diferentes niveis, foram investigados pela aplicacdo do
método de Taguchi. Os resultados encontrados, em triplicata, sdo apresentados na Tabela 3:

Lipidios (%)

Exp N°. Ensaiol  Ensaio2 Ensaio 3
1 6,4 6,3 6,6
2 15,3 15,7 15,1
3 19,8 19,7 20
4 9,1 9,5 9,4
5 15,4 15,6 15,3
6 7,3 7,4 7,6
7 12,9 12,7 12,9
8 4,2 4,6 4,4
9 9,8 10 9,6

Tabela 3: Resultados obtidos nas extragées.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, o Experimento 3, cujos fatores de
entrada sdo: umidade da biomassa de 64%, proporcao de solventes de 5,7:3:1, volume total de
solventes de 33 mL e tempo de ultrassom total de 90 minutos apresentou-se como o ajuste que

HOLOS, Ano 33, Vol. 02
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forneceu o maior rendimento em lipidios extraidos da biomassa microalgal; esses resultados
foram trabalhados através do software estatistico Minitab, para verificacdo da influéncia do
efeito destes fatores na confirmagao da condigao do experimento 3 ou a proposi¢ao de novos
ajustes experimentais.

4.2 Efeito dos fatores para obteng¢ao do maior teor em lipidios
O efeito dos fatores: A (Umidade da Biomassa), B (Propor¢do de solventes), C (Volume
total de solventes) e D (Tempo de Ultrassom) foi verificado através do software estatistico
Minitab, os resultados constam da Figura 2 e Figura 3.

Gréfico de Efeitos Principais para Médias

Média dos Dados
o A B C 0
~ | Umidade da Biomassa | Proporgdo Solventes | Vol total de Solventes Tempo Ukrassom
33 mL @

150 64%
" @ 5,7:3:11
—
b e N 35 min
= Vel B ’Qo
= L g o
2 100 / 4
= o

75

50
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Figura 2: Efeitos principais das médias.

Gréfico de Efeitos Principais para Razées S/N
Média dos Dados

A 8 C )
241 Umidade da Biomassa Proporgdo Solventes Vol total Solventes @ Tempo Ukrassom
23 33mL/
64%
22 Q@ T
w ; 5.7:3:1 min
Xai i ¢ D
,E 20 L P / &
% o« .
i 19 \
L

S 18
=

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Sinal-ruido: Maior é meihor

Figura 3: Efeitos principais para Razdes S/N.

Verificou-se, através dos graficos acima, que os maiores teores em lipidios foram obtidos
utilizando-se a umidade da biomassa, a proporcdo de solventes e o volume total de solventes
respectivamente nos niveis 1, 3 e 3 que significam, respectivamente, 64% de umidade na
biomassa, proporc¢do de solventes 5,7:3:1 e volume total de solventes de 33 mL. Para o fator D,
gue significa o tempo de ultrassom empregado, o nivel 2 refere-se a um tempo de 35 minutos de
ultrassom por etapa, totalizando 70 minutos. Contudo, propde-se investir no emprego de um
tempo de ultrassom de 25 minutos por etapa (total de 50 minutos), visto que, na analise desta
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variavel, ndo se nota diferenga significativa entre os niveis 1 e 2, o que representa economia no
tempo do processo de extragdo e consequentemente no consumo de energia.

As condices dos experimentos 2 e 5 também merecem ser consideradas, visto que o teor
de lipidios obtido nestes experimentos foi em média de 15,4%, embora inferior ao resultado do
experimento 3, a condi¢do 5 trabalha com uma biomassa com 72% de umidade, enquanto que a
condigao do experimento 2 utiliza um volume total de solventes de 20 mL.

E importante ressaltar que a produtividade lipidica varia grandemente, dependendo
principalmente: da estirpe escolhida e das condicdes de cultivo; estas condi¢des incluem o meio,
constituido pelos diferentes nutrientes, auséncia ou emprego de fontes de carbono, como
injecdo de gds Didxido de Carbono ou de outras fontes (sais organicos e ou carboidratos),
iluminacdo, aeracdo, temperatura ambiente e salinidade, bem como tipos de reatores
empregados. Tais condigdes podem influenciar positivamente no aumento do conteudo lipidico,
conforme adequadamente ajustadas e aplicadas.

No presente trabalho, ndo houve como objetivo empregar condi¢cbes visando o aumento
do conteudo lipidico nas células, e sim, a partir de condicdes e meio de cultivo controlados,
avaliar simultaneamente a influéncia de quatro diferentes fatores no processo de extracdo do
material lipidico.

Diversos autores investigaram a influéncia de fatores sobre a producdo de lipidios a partir
da biomassa microalgal, contudo evidenciou-se em seus trabalhos que estes fatores foram
estudados em separado e ndo de forma simultdnea, como no presente trabalho. A biomassa da
microalga Nannochloropsis salina, cultivada em meio estéreo BG11, com dgua do mar artificial e
injecdo constante de gas CO, (5% vol/vol) contendo 72% de umidade, foi utilizada por
Chatsungnoen & Chisti, (2016), que, empregando os solventes cloroférmio, metanol e agua, e
agitacdo de 760 rpm durante 4 horas, obtiveram 39% de lipidios totais. As microalgas
Nannochloropsis oculata e Dunaliella salina foram cultivadas e, da biomassa Umida, com cerca de
80% de agua, Dejoye Tanzi; Abert Vian; Chemat, (2013) obtiveram respectivamente 23,7% e
4,0% de lipidios totais pelo método original de Bligh e Dyer.

Balasubramanian; Yen Doan; Obbard (2013) estudaram os fatores que afetam a extracao
lipidica das células da microalga marinha Nannochloropsis sp e constataram que os solventes
cloroférmio e metanol foram os melhores para a obtencdo de um maior rendimento em lipidios
totais (cerca de 22%), ao passo que a umidade da biomassa acima de 5% influenciou fortemente
na eficiéncia do processo de extracdo, contudo, com um sistema de solventes adequado, esta
influéncia é controlada. Converti et al. (2009) extrairam aproximadamente 24,0% de lipidios
totais da biomassa da microalga Nannochloropsis oculata, utilizando a mistura de cloroférmio e
metanol assistida por ultrassom.

Diversos métodos de extracdo foram avaliados por Dos Santos et al. (2015), que
avaliaram diferentes solventes, com e sem uso de ultrassom, utilizando como substrato a
biomassa da Chlorella vulgaris. Os solventes avaliados foram etanol, hexano,
cloroférmio:metanol (1:2), cloroférmio:metanol (2:1); o melhor resultado foi obtido por
cloroférmio:metanol (2:1) assistido por ultrassom (igual a 19% de lipidios totais).

Dada a ampla variabilidade de fatores que podem influenciar na extracao de lipidios
totais da biomassa microalgal, o presente trabalho apresenta-se promissor por permitir uma
extracdo simples e reprodutivel, com baixo consumo de solventes e em pouco tempo; este
estudo comprova ainda que se pode trabalhar com a biomassa com elevado teor de umidade
(entre 64 e 72%) com economia de energia e de tempo.
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4.3 Conversao dos lipidios extraidos em ésteres de etila (Biodiesel)

Os lipidios extraidos de acordo com as condicdes do experimento 3 foram convertidos em
ésteres de etila, por transesterificacdo via catalise acida. Utilizando-se a andlise em Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H), foi possivel estimar o percentual de conversio dos
lipidios em ésteres, através da relacdo das dreas dos picos relativos aos ésteres e das areas
relativas aos lipidios, conforme determina Garcia (2006).

De acordo com o espectro RMN'H demonstrado na Figura 4, a presenca de ésteres etilicos
na amostra é confirmada pela formacdo do quarteto (quatro picos em sequencia) no intervalo de
4,05 a 4,35 ppm. A conversdo obtida, calculada conforme Garcia (2006), foi de 94,45%,
considerada uma alta conversao pela literatura.

Assim, a conversdo obtida pela reacdo de transesterificacdo evidencia que 94,45% dos
lipidios, extraidos pela melhor condicdo experimental, sdo esterificaveis. Isso permite afirmar que
as condicOes de extracdo propostas neste trabalho sdo vidveis para fornecer a matéria-prima
para a producdo de biodiesel.

2500
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botly

4.300 4.250 4.200 4.150 4.100
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Figura 4. Espectro RMN-H de ésteres de etila convertido a partir dos lipidios obtidos por extragido via solventes
(Experimento 3).

5 CONCLUSOES

Através da avaliacdo simultanea de quatro fatores: umidade de biomassa, proporcdo de
solventes, volume total de solventes e tempo de ultrassom, verificou-se que os lipidios podem
ser extraidos da biomassa da Chlorella minutissima contendo ao menos 64% de umidade, na
proporcao de solventes de 5,7: 3: 1 respectivamente para cloroférmio: metanol: dgua e com um
volume total de solventes de 33 mL para 1 g de biomassa microalgal. Essas condicdes
proporcionaram um teor de lipidios de 20%, cujo processo pode ainda ser otimizado aplicando-se
um tempo de ultrassom no nivel mais baixo, de 25 minutos por etapa. Outras condicdes
experimentais que utilizaram biomassa com 72% de umidade e um volume total de solventes de
apenas 20 mL podem ser melhor investigadas, tendo-se, assim, ao menos trés opc¢des de
extracdo com economia de energia, de solventes e do tempo de processo. A posterior conversao
dos lipidios extraidos em ésteres de etila demonstrou a eficacia do processo de extracdo. O
presente trabalho confirmou que a umidade da biomassa, a proporcao de solventes e o volume
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total sdo os fatores mais influentes no processo de extracdo de lipidios totais, o que foi possivel
pela aplicacdo do arranjo ortogonal de Taguchi.
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