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RESUMO

FERREIRA, Isabela Nascimento Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2021. Otimizacdo da extracdo de lipidios da microalga Scenedesmus obliquus com
acetato de etila. Orientador: Marcio Arédes Martins. Coorientadora: Rita de Céssia Superbi
de Souza.

As microalgas sdo organismos unicelulares que possuem a capacidade de armazenar lipidios,
despertando interesse para a producao de biodiesel motivando o desenvolvimento de inimeras
pesquisas. Para viabilizar a producdo de biocombustiveis de microalgas em escala industrial,
um dos impasses é o desenvolvimento de uma rota energeticamente eficiente que maximize a
extracdo de 6leo da biomassa umida e sua conversdo a biodiesel. Esse estudo teve por
objetivo determinar os dados de equilibrio do sistema de extracdo de lipidios de Scenedesmus
obliqguus BR0O03, composto por um 6leo modelo (homdlogo ao da microalga), acetato de etila
e dgua. A seletividade da extragdo do 6leo de microalgas foi calculada a partir dos valores de
coeficiente de particdo para acidos graxos livres (AGL) e para lipidios neutros (LN), que
foram obtidos nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C e nos teores de acidez de 2, 20 e 40 % AGL.
O estudo de otimizacao foi realizado visando a sele¢ao da condi¢c@o operacional na qual fosse
obtido o maior rendimento em Oleo extraido, utilizando de forma conjunta os valores de
coeficiente de parti¢cdo, nimero de estdgios de extragdo em batelada, volumes relativos das
fases extrato e rafinado e menor o consumo de energia empregada para recuperacdo dos
solventes. A comparacdo do desempenho da extracdo de 6leo da biomassa imida (suspensao
aquosa com 10 % de so6lidos) foi realizada com as misturas solventes cloroférmio: metanol
(1:2 v/v) e hexano: etanol (1:1 v/v). A temperatura da extracdo e a acidez do 6leo influenciam
a equilibrio de fases e, consequentemente, a curva binodal. Os valores de seletividade
indicaram que o uso do acetato de etila como solvente favoreceu a concentracdo de AGL e
dos lipidios neutros (LN) na fase rica em acetato de etila (superior). O aumento da acidez
inicial do O6leo diminuiu o coeficiente de particdo dos lipidios neutros e aumentou a
seletividade. Os valores de seletividade nos sistemas contendo 6leo bruto de S. obliquus
apresentaram valores inferiores aos do 6leo modelo, em decorréncia da diminui¢do dos
coeficientes de particdio do AGL e do lipidio neutro nesses sistemas, comportamento
justificado pela complexidade da composi¢ao do 6leo de microalgas. Em relagdo ao estudo de
otimizacdo, verificou-se que 1 h de extracdo é suficiente para atingir o equilibrio de fases e

sua separagao por solubilidade. Resultados do teste de carga e de temperatura indicaram que



25 °C e razao acetato de etila: suspensdo aquosa com 1 % (m/m) de 6leo igual a 1:10 em
volume sao as condi¢des mais favoraveis a extragdao. O desempenho da extracdo de 6leo da
microalga com acetato de etila foi comparado com misturas de solventes cloroférmio:
metanol (2:1 v/v), que resultou em maior rendimento ja no primeiro estdgio, enquanto que o
acetato de etila e hexano: etanol (1:1 v/v) resultaram no mesmo rendimento acumulado em
dois estdgios de extracdo. Uma andlise comparativa de um processo de extracdo de 6leo da
biomassa em dois estdgios foi realizada para o acetato de etila e as misturas de cloroférmio:
metanol e hexano:etanol, considerando a recuperacdo dos solventes com afinidade pela fase
aquosa (rafinado), como etanol e metanol. Por meio dos resultados dos balancos de massa e
energia, verificou-se que o consumo de energia é fortemente dependente da recuperagdo dos
solventes polares na fase aquosa, o que viabiliza o uso do acetato de etila, que ndo requer
recuperacdo devido a sua baixa solubilidade em 4gua. Adicionalmente, destaca-se que o uso
do acetato de etila confere um cardter sustentdvel ao processo de extragdao e 6leo, visto que

ndo se utiliza solventes toxicos € ndo renovaveis, como metanol, hexano e cloroférmio.

Palavras-chave: Microalgas. Scenedesmus obliquus. Extracdo liquido-liquido. Dados de

Equilibrio. Otimizagdo.



ABSTRACT

FERREIRA, Isabela Nascimento Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May,
2021. Optimization of lipid extraction of microalgae Scenedesmus obliquus with ethyl
acetate. Adviser: Marcio Arédes Martins. Co-adviser: Rita de Cassia Superbi de Souza.

Microalgae are single-celled organisms that have the ability to store lipids, arousing interest
for biodiesel production, motivating the development of numerous researches. To enable the
production of microalgae biofuels on an industrial scale, one of the impasses is the
development of an energy-efficient route that maximizes the extraction of oil from wet
biomass and its conversion to biodiesel. This study aimed to determine the equilibrium data
of the lipid extraction system of Scenedesmus obliquus BR003, composed of a model oil
(homologue to microalgae), ethyl acetate and water. The selectivity of microalgae oil
extraction was calculated from the values of partition coefficient for free fatty acids (FFA)
and neutral lipids (NL), which were obtained at temperatures of 25, 35 and 45 °C and at the
acidity contents of 2, 20 and 40 % AGL.

The optimization study was carried out aiming at the selection of the operational condition in
which the highest yield in extracted oil was obtained, using jointly the values of partition
coefficient, number of batch extraction stages, relative volumes of extract and rafinado phases
and lower energy consumption used for solvent recovery. The comparison of the oil
extraction performance of wet biomass (aqueous suspension with 10 % solids) was performed
with the chloroform solvent mixtures: methanol (1:2 v/v) and hexane: ethanol (1:1 v/v). The
extraction temperature and acidity of the oil influence the equilibrium of phases and,
consequently, the binodal curve. Selectivity values indicated that the use of ethyl acetate as a
solvent favored the concentration of FFA and neutral lipids (NL) in the phase rich in ethyl
acetate (superior). The increase in the initial acidity of the oil decreased the partition
coefficient of neutral lipids and increased selectivity. The selectivity values in the systems
containing crude oil of S. obliquus presented values lower than those of the model oil, due to
the decrease in the partition coefficients of the FFA and the neutral lipid in these systems,
behavior justified by the complexity of the composition of microalgae oil. In relation to the
optimization study, it was found that 1 h of extraction is sufficient to achieve the equilibrium
of phases and their separation by solubility. Load and temperature test results indicated that

25 °C and ethyl acetate ratio: aqueous suspension with 1 % (m/m) of oil equal to 1:10 in



volume are the most favorable conditions for extraction. The performance of the extraction of
oil from the microalgae with ethyl acetate was compared with mixtures of chloroform
solvents: methanol (2:1 v/v), which resulted in higher yield already in the first stage, while
ethyl acetate and hexane: ethanol (1:1 v/v) resulted in the same yield accumulated in two
stages of extraction. A comparative analysis of a two-stage biomass oil extraction process was
performed for ethyl acetate and chloroform mixtures: methanol and hexane:ethanol,
considering the recovery of solvents with affinity for the aqueous phase (rafinate), such as
ethanol and methanol. Through the results of mass and energy balances, it was found that
energy consumption is strongly dependent on the recovery of polar solvents in the aqueous
phase, which enables the use of ethyl acetate, which does not require recovery due to its low
solubility in water. Additionally, it is noteworthy that the use of ethyl acetate gives a
sustainable character to the extraction process and oil, since toxic and non-renewable solvents

such as methanol, hexane and chloroform are not used.

Keywords: Microalgae. Scenedesmus obliquus. Liquid-liquid extraction. Equilibrium

Diagrams. Optimization.
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1INTRODUCAO

O constante aumento no prego dos combustiveis atrelado a preocupacdo com os
impactos ambientais provenientes das emissdes gasosas t€ém motivado a busca de fontes
renovaveis e tecnologias sustentdveis que satisfacam as necessidades da industria e do
mercado. A dependéncia do petréleo, recurso finito e, portanto, ndo renovavel, tem motivado
a busca por matérias-primas renovéveis para a producdo de biocombustiveis. E importante
ressaltar que a expectativa, segundo alguns pesquisadores, é de que o petréleo deve acabar por
volta de 2070 (SILVA; BACHOLSKY; JERONIMO, 2015).

Dentre as fontes renovaveis potenciais, as microalgas tém ganhado papel de destaque
nos ultimos anos como matéria-prima para a produgdo de biodiesel. Esses microrganismos
apresentam grande capacidade para produzirem biomassa por unidade de drea e em curto
tempo, quando comparadas as outras fontes renovaveis que comumente sdo empregadas para
a producdo de biodiesel, como a soja, o algodao e gado de corte. Outra vantagem é o fato de
nao apresentarem sazonalidade (periodo de safra) e nao dependerem de condicdes especificas
do solo. Além disso, algumas espécies de microalgas t€ém a capacidade de armazenar grande
quantidade de 6leo (SILVA; BACHOLSKY; JERONIMO, 2015; AGENCIA BRASIL, 2019).

Cultivos em grande escala de uma unica linhagem de microalgas sdo de dificil
realizacdo, uma vez que pode acontecer contaminagdo por outros microrganismos nos
sistemas abertos. Por outro lado, cultivos em sistemas fechados sdo passiveis de aquecimento
excessivo pela incidéncia de radiacdo solar, sendo, portanto, um sistema de maior custo
operacional (YIN et al., 2020). A viabilidade da producao de biodiesel a partir das microalgas
nio depende apenas do custo associado ao cultivo, mas também das técnicas de extracdo e
refino do 6leo. Apds a colheita, as microalgas contém elevado teor de dgua (mais de 70 %),
sendo, portanto, dificil para solventes organicos apolares, como o hexano, penetrarem na
barreira da dgua para extrair lipidios intracelulares. Para superar esse problema, o processo de
extracao de lipidios € composto por duas etapas: pré-tratamento, para rompimento das células,
e recuperacao de lipidios usando solventes organicos. Vale ressaltar que, embora o processo
de secagem acarrete em um maior rendimento de extracdo, consome muita energia e resulta
em um balancgo de energia deficiente (KWAK et al., 2019).

Chew et al. (2017), Moreno-Garcia et al. (2017) e Roux, Lamotte e Achard (2017)
sugerem a utilizacdo da biomassa umida para extracdo de lipidios e demais compostos da

microalga que possuam alto valor agregado e que podem ser sensiveis a elevacdo da
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temperatura. E importante destacar que ao extrair compostos dispersos e também
solubilizados em fase aquosa, o solvente escolhido deve formar fase e conseguir se solubilizar
parcialmente na fase aquosa para liberar os lipidios solvatados.

Um dos métodos empregados para a extracdo de lipidios da biomassa dmida € a
extracdo liquido-liquido, que se refere a uma operacio unitdria de separacdo de componentes
que apresentem diferenca de solubilidade nas duas fases imisciveis ou parcialmente misciveis
que compdem o sistema. A separacdo ocorre devido ao contato com um solvente insolivel
que ird dissolver, de forma preferencial, um ou mais componentes da mistura e depende da
diferenca da distribui¢do dos componentes entre as fases. Dessa forma, se faz necessario um
estudo sobre os solventes a serem empregados para uma extra¢do mais efetiva. Uma fase serd
representada pela solugdo de alimentacdo, enquanto a outra serd o solvente de extracio a ser
empregado. A transferéncia de massa do soluto liquido ocorre da solucdo de alimentagdo para
a fase solvente (FRANK et al., 2008).

As primeiras pesquisas com microalgas para producdo de biodiesel foram realizadas
por meio do Programa de Espécies Aqudticas (ASP) que foi financiado pelo Escritorio de
Desenvolvimento de Combustiveis de Energia norte-americano, de 1978 a 1996, cujo objetivo
foi de encontrar novas espécies de microalgas, definir estratégias de produgdo utilizando
sistemas de cultivos abertos e fechados em fotobiorreatores e estudar a producao de biodiesel
a partir de microalgas. A partir desses estudos, houve um grande desenvolvimento na
manipulacdo do metabolismo de microalgas e na engenharia de sistemas de producdo das
mesmas. Entretanto, a conclusdo do estudo apontou para um processo invidvel, porque os
custos para utilizar a microalga como matéria-prima naquela época eram mais altos do que os
que empregavam combustiveis fosseis. (FRANCO et al., 2013).

O programa RITE (Research Institute of Innovative Technology for the Earth),
desenvolvido nos anos 90 no Japao, teve objetivo semelhante ao ASP, mas com o cultivo
realizado apenas em fotobiorreatores, no qual € possivel se ter um maior controle € uma maior
produtividade de biomassa por area quando comparado ao sistema aberto. Nesse programa
também se apontou que os processos de produgcdo eram invidveis para biocombustiveis
(FRANCO et al., 2013).

Como no ASP e no RITE ndo foi possivel a obtencdo do biodiesel a partir das
microalgas, inimeras pesquisas continuam sendo realizadas objetivando definir condi¢gdes de
extracdo do 6leo e rotas para a producdo de biodiesel. Como exemplo, Chang et al. (2020)

investigaram a producdo de biodiesel a partir da biomassa imida da microalga Chlorella
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vulgaris. O processo de extracdo do Sleo e de transesterificacdo in situ das células foi
realizado sem a presenca de um catalisador e com o emprego de metanol misturado ao 6leo de
mamona contendo CO;, pressurizado. Nesse estudo, realizou-se um delineamento
experimental, no qual o 6leo da mamona mostrou que ndo era apenas um co-solvente, mas um
precursor do biodiesel e que poderia reduzir ainda mais a pressao e o tempo de extragdao. Os
autores encontraram como melhor condi¢do operacional a que empregava uma quantidade de
microalga igual a 10 g contendo 20 % em massa de dgua, uma propor¢cdo de metanol /
biomassa de 1,5 (g / g), uma quantidade de 6leo de mamona de 4,5 g, uma temperatura de 220
°C, uma pressao de 9,7 MPa e um tempo de 30 min, os rendimentos de biodiesel do 6leo da
microalga e 6leo de mamona foram de 61,4 % e 63,3 %, respectivamente.

No Brasil, a estimativa é que mais de R$ 26 milhdes tenham sido investidos em
pesquisa e desenvolvimento para a producdo de biodiesel a partir das microalgas. Esse
investimento, embora modesto quando comparado aos investimentos internacionais, permitiu
o desenvolvimento de novas técnicas de cultivos, metodologias para maximizar a producdo de
Oleo e a avaliacdo de processos que sejam mais econdmicos e eficientes para a coleta da
biomassa de algas e para a extracdo da fragdo lipidica (FRANCO et al., 2013; ECODEBATE,
2015).

O biodiesel € definido como combustivel formado pela mistura de monoalquil éster de
cadeias longas, oriundos de 6leos vegetais ou de gorduras de animais, que € misturado ao 6leo
diesel derivado do petréleo. Vale ressaltar que diferentes proporcdes dos componentes na
mistura podem ser empregadas. Em 2019, o Brasil produziu 6,4 bilhdes de litros de biodiesel,
o que representa cerca de 8,5 % do que foi produzido pelas usinas brasileiras em 2020
(TNPETROLEO, 2020). Além disso, em marco de 2021, aumentou-se na mistura de biodiesel
no diesel, de 12 % para 13 % (PELEGI, 2021).

Para produzir o biodiesel normalmente utiliza-se a rea¢do de transesterificacdo, que
consiste em uma reacao entre o 6leo e um dlcool (geralmente etanol ou metanol) na presenca
de um catalisador e sob aquecimento. Outro processo que pode ser empregado é o
craqueamento, no qual a matéria prima é submetida a altas temperaturas, com ou sem a
presenca de catalizadores. Essas condi¢des de craqueamento permitem a quebra de
triacilgliceridio em moléculas menores, que por destilagdo obtém-se uma fragdo equivalente
ao diesel de petrdleo, geralmente denominada de diesel vegetal (MA e HANNA, 1999;
ROBLES-MEDINA et al., 2009).
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Para a obten¢do do biodiesel de origem vegetal, o 6leo de inimeras matérias-primas
como a soja, o girassol, a mamona pode ser utilizado, assim como o 6leo de fritura residual
(AGENCIA BRASIL, 2019). Para obtencio de 6leos dessas diferentes matérias primas é
necessdrio utilizar técnicas de extracdo. Na extracdo liquido-liquido, os dados de seletividade
e coeficiente de parti¢do, obtidos a partir dos dados de equilibrio, permitem inferir sobre o
desempenho do sistema de extracdo quanto ao rendimento em lipidios e niimero de estagios
requeridos. No entanto, a andlise de viabilidade depende de outros fatores, como tempo de
extracdo, volumes relativos das fases e consumo de energia utilizada ndo somente na extragao,
mas, sobretudo na recuperagdo dos solventes e concentracdo do produto de interesse, ou seja,
os lipidios.

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo a obtenc¢do de dados de equilibrio
liquido-liquido para o sistema 6leo + dgua deionizada + acetato de etila e a otimizacdo de
condi¢des de extracdo de lipidios da microalga Scenedesmus obliquus de forma a obter-se
rendimento em O6leo elevado e com menor consumo de insumos e de energia possivel.
Especificamente, objetiva-se minimizar: o numero de estdgios de extracdo, o volume relativo
entre solvente e biomassa, € a demanda por energia na concentracdo dos lipidios e na

recuperagdo dos solventes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Otimizar a extracdo de lipidios da microalga Scenedesmus obliquus BR0O03 com

acetato de etila visando a consolidacdo de um processo com menor consumo de insumos e

energia possivel.

2.2 Objetivos Especificos

1.

Caracterizar a biomassa de Scenedesmus obliqguus BR0O0O3 quanto aos teores de dgua,
cinzas, lipidios, carboidratos e proteinas.

Caracterizar o 6leo extraido da microalga e definir um 6leo modelo homdlogo e
translicido, a fim de possibilitar o acesso 6tico a mistura, para a realizacdo de ensaios
de titulacao turbidimétrica para obtencdo de dados de equilibrio.

Caracterizar o sistema bifdsico por meio da obtencdo dos dados de equilibrio do
sistema terndrio 6leo (modelo), acetato de etila e 4gua nas temperaturas 25 °C, 35 °C e
45 °C, e com teores de acidez de 2%, 20% e 40%.

Determinar o coeficiente de particdo para o dcido graxo livre e lipidios neutros, o que
permitird avaliar a seletividade da extracdo dos lipidios em cada temperatura.

Definir a condi¢do operacional que resulta em maior rendimento em 6leo extraidos,
menor nimero de estdgios de extragdo, menor quantidade de solvente a ser utilizado e

a menor quantidade de energia para a recuperacao do 6leo e reuso do solvente.



21

CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 Microalgas

As algas sdo organismos fotossintetizantes que proporcionam fonte de carbono e
energia para outros organismos. Essas sdo classificadas como macroalgas, que sdo as algas
marinhas, e como microalgas, que sdo organismos unicelulares (SIRAKOV et al., 2015).
Essas dltimas sdao microrganismos aqudticos que apresentam caracteristicas estruturais e
morfolégicas que as diferenciam entre si, mas sdo semelhantes quanto a fisiologia e
apresentam um metabolismo parecido ao das plantas vasculares (DERNER et al., 2006;
BARCELLOS et al., 2012).

Além disso, as microalgas sdo fonte de diversas substancias de valor comercial e
podem ser empregados para a producdo dos mais diversos produtos como suplementos
alimentares, firmacos, pigmentos, antioxidantes, dcidos graxos poli-insaturados, vitaminas,
proteinas e sais minerais e biocombustiveis (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011).

Uma das formas de cultivo da microalga é em sistemas abertos que sdo assim
denominados pela cultura estar em contato com o ambiente externo. Esses sistemas sdo
caracterizados pela auséncia de controle automdtico de pH, luz e temperatura, o que faz com
que sejam de baixo custo e de facil operacdo. Entretanto, € importante o controle adequado de
fatores fisico-quimicos como intensidade da luz e temperatura, assim como de fatores
bioldgicos que podem influenciar o desenvolvimento da microalga, pois, dessa forma, a
produtividade volumétrica pode ser alta, ja que a utilizacdo da luz pode ser eficiente e ndo ha
a possibilidade das microalgas serem contaminadas por outros organismos (DERNER et al.,
2006; BARCELLOS et al., 2012).

Ja os sistemas de cultivo em tanques fechados sdo denominados de fotobioreatores
(PBR). Neste tipo de sistema, a cultura ndo tem contato com o ambiente e existe um controle
automatico das condi¢des de cultivo, como concentracdo de nutrientes, pH e luz. Como
vantagens dessa forma de cultivo tem-se a possibilidade de obtencdo de uma elevada
produtividade volumétrica, o controle das vazdes de ar e dgua, da dissolu¢do dos gases, a
redugdo da vulnerabilidade a contaminagdes e a utilizagdo eficiente dos nutrientes do meio de
cultura (DERNER et al., 2006). A Tabela 1.1 resume as principais diferencas entre os

sistemas aberto e fechado.



22

Tabela 1.1: Comparagao entre os cultivos em sistema fechado e aberto.

Parametro Sistema Fechado Sistema Aberto
Controle de contaminagdo Facil Dificil
Regime de operacgdo Continuo Lote ou semi-continuo
Relagdo drea/volume Alta (20-200 m* m™) Baixo (5-10 m* m™)
Densidade celular Alto Baixo
Controle do processo Facil Dificil
Investimento Alto Baixo

Custos de operacao Alto Baixo
Aumento da escala Dificil Facil
Eficiéncia de utilizagdo da luz Alta Baixa

Fonte: Campo, Garcia-Gonzalez e Guerrero (2007).

Muitos investimentos em cultivo de microalgas e em pesquisas t€ém sido realizados
pelo seu elevado potencial para a producdo de biocombustiveis, em especial as de teor de
lipidio mais elevado (Tabela 1.2). E possivel observar que os teores de lipidio variam de
acordo com a espécie de microalga. Além disso, é importante ressaltar que a forma de cultivo
e as condi¢des a serem empregadas (temperatura, taxa de aeracdo da mistura e intensidade
luminosa, por exemplo) irdo influenciar tanto no teor de lipidio quanto nas caracteristicas do
biodiesel produzido (WILLIAMS e LAURENS, 2010; SAN PEDRO et al., 2013).

Os lipidios sdo um amplo grupo de compostos quimicamente diversos que sao soluveis
em solventes organicos. Em geral, os alimentos lipidicos sdo indicados como gorduras
(s6lidos) ou dleos (liquidos), correspondendo a seu estado fisico a uma temperatura ambiente
(PARKIN; FENNEMA; CLADERA-OLIVERA, 2010). Gorduras e 6leos comestiveis sdo
misturas complexas que contém uma ampla gama de compostos. Eles sdo compostos
principalmente de triacilgliceréis (TAG), diacilglicerdis (DAG), 4dcidos graxos livres (AGL),
fosfolipidios e outros componentes menores. Qualquer um dos componentes contribui para a
textura e o sabor das gorduras e 6leos naturais. No entanto, o grupo mais importante de
compostos € representado pelos TAG, que sdo, em termos quimicos, dlcoois triidricos
esterificados com 4cidos graxos. (BUCHGRABER et al., 2004).

Os lipidios sdo classificados como de reserva ou estruturais (polares). Os primeiros
sao encontrados, em sua maioria, na forma de triacilglicer6is (TAG) que é constituido por

acidos graxos saturados e monoinsaturados, e que podem ser transesterificados para a
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producdo de biodiesel. Vale ressaltar que ha outros lipidios neutros que nao possuem acidos
graxos o que impossibilita a conversao a biodiesel, mesmo sendo soliveis em compostos
organicos, tais como hidrocarbonetos, esterdis, cetonas e pigmentos (carotendides e clorofilas)
(HALIM, DANQUAH e WEBLEY, 2012; SHARMA, SCHUHMANN e SCHENK, 2012). Ja
os lipidios estruturais ou polares, que sao nutrientes importantes para seres humanos e animais
aqudticos, sdo compostos por fosfolipidios, glicolipidios e esterdis, que agem como uma
barreira de permeabilidade seletiva para células e organelas. (SHARMA, SCHUHMANN e
SCHENK 2012).

Tabela 1.2: Conteuddo lipidico de algumas espécies de microalgas.

Microalga Teor de lipidios (% massa seca)
Achnanthes sp. 44.5
Amphora sp. 21
Ankistrodesmus sp. 29-49
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Chlorococcum sp. 19
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella salina 07-25
Ellipsodium sp. 27
Hormidium sp. 38
Isochrysis sp. 25-33
Monoraphidium sp. 20
Nannochloropsis sp. 31-68
Nannocloris sp. 20-35
Nitzschia sp. 45-47
Phaedactylum sp. 20-30
Scenedesmus sp. 20-21
Schizodhytrium sp. 50-77
Tetraselmis sp. 12-23

Fonte: Sati et al. (2019).

1.2 Biodiesel de microalgas

As microalgas vém sendo, cada vez mais, estudadas como matérias-primas para a
producdo de biocombustiveis. Essa constatacdo € consequéncia de inumeras vantagens
quando comparadas com outras fontes de lipidios como: ndo competem com a produgdo de
alimentos, utilizam solos que sdo considerados inférteis para a agricultura, necessitam de uma

pequena drea para serem produzidas e produzem uma produtividade em 6leo superior a das
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plantas oleaginosas (Tabela 1.3) (SILVA; BACHOLSKY; JERONIMO, 2015). Além disso, a
eficiéncia de conversdo de 6leo de diferentes matérias-primas em biodiesel é: microalgas (91
%); palma (3 %); coco (1,5 %); abacate (1,4 %); pinhdo manso (1,2 %); canola (1 %) (YIN et
al., 2020).

Para se produzir biodiesel a partir do 6leo de microalgas empregam-se processos que
ja sdo utilizados para produzir biodiesel a partir de dleos vegetais e gorduras animais, a
depender da composi¢do do 6leo, sobretudo em relacdo aos teores de 4dcidos graxos livres e
saponificdveis. Esses processos sdo a transesterificacdo, a esterificacdo e o craqueamento
térmico. Vale ressaltar que se pode empregar tanto a biomassa de microalgas quanto o 6leo
extraido para realizar a conversdo, sendo a primeira op¢do denominada conversdo in situ

(BARCELOS et al., 2018).

Tabela 1.3: Comparacgdo de diferentes matérias-primas para a produgdo de biodiesel.

Produtividade em oleo (L/ha)

Fonte de biodiesel

Mamona 806
Pinh@o manso 1892
Milho 172
Soja 446
Canola 1190
Coco 2689
Oleo de palma 5950
Microalga* 58700

*variedades com teor de 30% (m/m) de 6leo em massa seca.

Fonte: Pereira et al. (2012).

Os dleos de microalga, normalmente, apresentam a seguinte composicdo de acidos
graxos: dcido palmitoléico (16: 1), acido oleico (18: 1), 4cido linoléico (18: 2), 4cido
linolénico (18:3) e os &cidos graxos saturados de palmitico (16: 0). Essa composicdo de
acidos graxo da microalga ird influenciar nas propriedades do combustivel do biodiesel
produzido a partir de microalgas. Por exemplo, quanto menor teor de dcidos graxos saturados,
o biodiesel apresentard melhores propriedades de temperatura fria, porque os ésteres graxos

saturados de cadeia longa aumentam dramaticamente o ponto de fluidez e turvacdo do
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biodiesel. No entanto, o biodiesel que contém uma grande quantidade de compostos
insaturados € oxidado mais rapidamente do que o diesel convencional, levando a sedimentos
insoluveis que interferem no desempenho do motor (SAJJADI et al., 2018).

A transesterificagdo é considerada como o processo de conversdao a biodiesel mais
atrativo quando comparado a outros processos, uma vez que ¢ mais usada por demandar
condi¢des de reacdes mais brandas e menor razdo molar entre TAG e élcool que a
esterificacdo, e ndo utiliza pressdes e temperaturas elevadas como no craqueamento térmico.
Esse processo utiliza uma reacdo entre o triacilglicerol e um dlcool (sobretudo metanol ou
etanol) em excesso sob aquecimento (60 °C) e na presenca de um catalisador alcalino (Figura
1.1). A reacdo tem como produtos uma mistura de ésteres monoalquilicos de dcidos graxos e
glicerol (GARCIA et al., 2008). No entanto, a rota de conversao por transesterificagdo nao €
recomendada para 6leos de microalgas devido ao elevado indice de acidez (GONCALVES et
al., 2016). Nessa rota, ao se utilizar um catalisador alcalino ocorre a formacdo de sabao pela
reacdo com os 4cidos graxos livres causando emulsdo, que impede a separacdo de fases e a

reduz o rendimento da conversao a biodiesel (ROBLES-MEDINA et al., 2009)

Figura 1.1: (A) Transesterificacdo de um triglicerideo e (B) Reacdo de esterificacao de 4cidos

graxos.
A

H:C—0OCOR' ROCOR' H.C—OH

catalisador +
HC—OCOR" + 3 ROH ROCOR" + HC—OH

v
Hal=0CORT ROCOR"™ H;C—OH

trigliceriden alcool mistura de ésteres glicerol
alguilicos
B
O 0
J\/RI + B—pH —» H50 + RHU)\/RI
HO
Acido graxp Alcool Biodiesel

Fonte: (A) Garcia et al., (2018) e (B) Suarez et al., (2009).

Uma alternativa para emprego da transesterificacdo para producdo de biodiesel a partir
de microalgas é usar lipases como catalisadores, devido a sua maior especificidade para a

transesterificacdo de triacilglicerideos em ésteres metilicos de 4cidos graxos (FAMEs)
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ou ésteres etilicos de 4acidos graxos (FAEEs). O uso enzimas como catalisadores exibem
maior seletividade e maior atividade catalitica em reacgdes de transesterificagdo sob condi¢des
operacionais suaves (25-60 ° C). Além disso, podem catalisar a transesterificacdo de
matérias-primas que contém altos niveis de AGL e dgua, com diminui¢do do risco de
formacdo de sabdo e emulsdo. As desvantagens em relagdo ao uso de enzimas como
catalisadores sdo: altos custos das enzimas, problemas na separa¢do do produto do meio de
reacdo, dificuldade em recuperar e reutilizar enzimas, desativacdo dos sitios ativos das
enzimas pelos substratos (dlcoois de cadeia curta como metanol e etanol) e pelo subproduto
de glicerol (DE VASCONCELLOS et al., 2018).

Haas e Wagner (2011) estudaram a producdo de FAME (Fatty Acid Methyl Ester) de
biomassa de algas por esterificacdo e transesterificacdo in situ de lipidios de biomassa de
algas para produzir FAME com potencial produ¢do de biodiesel. Para tal foi empregado
biomassa de algas comercial, contendo 20,9 % em massa de 6leo extraivel com hexano.
Destes, 35,1 % em massa ¢ composto de &cidos graxos livres (AGL), 18,2 % TAG
(triacilglicerol) e 8,8% MAG (monoacilgliceroéis), representando 62,1 % do material extraivel.
Um planejamento experimental estatistico foi empregado para examinar coordenadamente os
efeitos das quantidades de metanol, dcido sulfirico e temperatura da reagdo (23-658 °C) no
rendimento em FAMEs em reacdes de 2 h. Trés métodos de preparagdo da matéria-prima
foram examinados — in natura, com secagem realizada em estufa e lavados com dgua com
secagem posterior. O estudo mostrou que a secagem da matéria-prima reduziu a quantidade
de metanol necessdria, resultando em 83% do rendimento maximo obtido na propor¢do molar
metanol: dcido graxo de 220: 1 (4 mL de metanol por grama de substrato), ja a lavagem da
biomassa com dgua ndo reduziu a quantidade de metanol necessdria.

Ja Chengzong (2018) patenteou um estudo no qual obteve o biodiesel de microalgas
por esterificacdo, por meio da reagdo de metanol com dleo de microalga catalisada por

tetrafenil metaloporfirina e 6xido de aluminio.

1.3 Extracao liquido-liquido

A extracdo de 6leo de microalgas esti em constante investigacdo, uma vez que OS
6leos sao acumulados intracelularmente em microalgas oleaginosas na forma de goticulas
lipidicas, que por sua vez requerem rompimento da parede celular seguido de extragdo para
recuperd-los. A ruptura da célula de microalgas é muito desafiadora devido as suas

caracteristicas distintas, como alto teor de dgua, parede celular dura, presenca de algaenan e
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esporopolenina como biopolimeros que, por sua vez, criam obstdculos na extragdo eficiente
de lipidios. Com as paredes celulares rompidas, permite-se a liberacio dos componentes
celulares, o que aumenta a eficiéncia do processo de extragdo, superando o gradiente de
concentracdo associado a extragdo por solvente. Virios métodos convencionais de pré-
tratamento sdo, constantemente, investigados para romper a integridade celular das células de
microalgas para melhorar a extracdo lipidica, e cada método tem certas vantagens e
desvantagens (M et al., 2019; KANDA et al., 2020; PATEL et al., 2020).

Como métodos de pré-tratamento e de extracdo t€ém-se, por exemplo: micro-ondas,
ultrassom, cavitacdo hidrodinamica, hidrélise 4cida, oxidagao, surfactantes, enzimatico, fluido
supercritico, liquidos idnicos, combina¢do de solventes e extragdo e transesterificacao
simultaneos e outros. Como algumas das vantagens desses métodos (ou de alguns deles) tém-
se o fato de serem simples, consumirem baixa energia, ndo empregarem solventes toxicos,
levarem a um alto rendimento de extracdo e serem ambientalmente e ecologicamente
amigdvel. J4 como algumas das desvantagens t€ém-se o custo do equipamento e operagdo
poder ser elevados, necessitar de um alto custo energético, a combinagdo de solventes pode
ndo ser ecologicamente amigavel, o solvente a ser empregado pode ser toxico, selecionar a
enzima e sua combinacdo é importante e a recuperacdo do solvente requer energia (SATI et
al., 2019).

Dentre os métodos de extracdo de lipidios, o de quantificacdo de Bligh e Dyer (1959) é
o mais empregado. O mesmo utiliza uma mistura de cloroférmio e metanol na propor¢do de
1:2 em volume. O alto rendimento de lipidios neutros e polares extraidos a partir desse
método € obtido pelo fato de a dgua presente nas células das microalgas aturarem junto ao
cloroférmio:metanol. Embora seja um procedimento rdpido e quantitativo, empregam
solventes toxicos e em grande quantidade relativa a massa da amostra, geralmente 30 mL por
grama de amostra (PINTO et al., 2015). Dessa forma € necessdrio o emprego de solventes,
preferencialmente verdes, e a reducdo da relacdo solvente: biomassa.

Além da escolha do método de extracdo, a definicdo do solvente é uma etapa
importante para se atingir uma elevada eficiéncia de extragdo. Para tanto, faz-se necessario
analisar as caracteristicas da mistura inicial e do solvente, tais como: a seletividade, a
miscibilidade, a densidade, a facilidade de recuperacdo, a viscosidade, a reatividade, a
toxidade e o custo (MOLINA GRIMA, GONZALEZ e GIMENEZ, 2013).

Outro método de extracdo que pode ser empregado € a extracao liquido-liquido, que é

uma operagao unitdria destinada a extrair um ou mais compostos de uma fase liquida para
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uma segunda fase de maior afinidade. Nessa opera¢do unitdria, uma corrente liquida
(alimentagdo) € colocada em contato com um solvente imiscivel (ou parcialmente miscivel)
que € responsdvel por extrair um ou mais componentes da alimenta¢do, denominados solutos.
Com isso, sdo formadas duas fases: a primeira denominada de extrato, que € rica no soluto; e
a segunda é a rafinado ou residuo, pobre em soluto. E importante ressaltar que o soluto é o
componente no qual se tem interesse da extracdo (MORAES et al., 2015; BARCELOS et al.,
2018).

Ao misturar substincias liquidas em uma determinada faixa de composi¢do, pode
ocorrer a formacgao de duas fases liquidas ao invés de apenas uma. Isso é consequéncia da
estabilidade do estado bifasico ser maior que o estado monofdsico. O sistema encontra-se no
equilibrio liquido-liquido (ELL), se as fases do sistema bifédsico estiverem em equilibrio
termodindmico. Um sistema estando em equilibrio requer igualdade de todos os potenciais
que podem causar mudangas (SMITH; VAN NESS; ABBOTT, 2007).

A extracdo liquido-liquido envolve quatro etapas, sendo a primeira a mistura da
solucdo constituida pelo soluto de interesse e o solvente extrator. A segunda etapa consiste na
separacdo das fases, a terceira a remog¢do e recuperacdo do soluto resultante e, por ultimo,
tem-se a remocao e recuperagao do solvente extrator (MORAES et al., 2015).

Dentre as vantagens apresentadas pela extracdo liquido-liquido, destaca-se seu baixo
custo operacional, quando comparada a outras operacdes unitarias como a destilacdo. Como
desvantagens, aponta-se a eventual dificuldade de separacdo da fase extrato da fase rafinado
quando se realiza a extracdo em matrizes complexas, tais como a biomassa de microalgas.
Adicionalmente, a extracdo liquido-liquido requer, além da separacdo da fase extratora, a
evaporagdo para a recuperagdo do solvente (GEANKOPLIS, 1993; SEADER et al., 2006).

Shin et al. (2014) investigaram a extracdo lipidica da microalga Scenedesmus sp. com
hexano comprimido a quente (HCH). O desempenho da extra¢do foi avaliado préximo ao
ponto critico do hexano e comparado com o da extra¢do de hexano realizada em temperatura e
pressdo ambiente e com o método de quantificagdo de Bligh e Dyer. Os resultados mostraram
que o HCH melhora significativamente o rendimento lipidico e a taxa de extragdo lipidica em
compara¢do com o uso de hexano em condi¢cdes ambientais. Além disso, altos rendimentos de
fragdes lipidicas conversiveis em biodiesel foram rapidamente alcancados no ponto critico do
hexano, em um nivel compardvel ao do método de Bligh e Dyer.

Onumaegbu et al., (2019) examinaram um processo de extracdo de lipidios

da biomassa da microalga Scenedesmus quadricauda tmida e rompida com microondas. Este
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se mostrou eficaz para ruptura celular das algas, uma vez que a poténcia do microondas foi
um fator significativo, entretanto o grau de ruptura celular pareceu diminuir apés um certo
tempo de pré-tratamento. O lipidio total de Scenedesmus quadricauda sp. foram extraidos
usando uma mistura de metanol e 4cido sulfirico como solvente orgadnico. Os autores
realizaram um planejamento Box-Behken cujas variavies foram: potencia do microondas (W),
o tempo de aquecimento (min) e o tempo de extragdo (hrs). Dessa foram, obtiveram um
rendimento lipidico ideal de 49 % na poténcia de 600 W, tempo de aquecimento de 8 min e
tempo de extracdo de 3,5 h.

Ellison, Overa e Boldor (2019) extrairam lipidios de uma mistura cultivada localmente
de Chlorella vulgaris / Cyanobacteria leptolyngbya cujo pré-tratamento realizado foi a
sonicacao em um reator ultrassonico com um transdutor de fixacdo. Para a extragdo lipidica,
foi aplicado um planejamento composto central (CCD) que empregou as variaveis: efeito da
poténcia ultrassonica (350-750 W) e tempo de pré-tratamento (5-30 min). Dessa forma,
verificou-se que a recuperacdo lipidica aumenta com a poténcia ultrassonica e o tempo de
tratamento, ja que o rendimento lipidico total (em base de biomassa seca) extraido pelo
método de Bligh e Dyer variou de 8,3 % para algas ndo tratadas a 16,9 % para algas sonicadas
com poténcia de 750 W por 30 min, o que corresponde a mais do que o dobro da recuperacao
lipidica devido ao pré-tratamento por ultrassom. Vale ressaltar que os autores empregaram
tanto o método de quantificacdo baseado em Bligh e Dyer quanto a extracdo com o hexano e,
com 1ss0, obtiveram pelo primeiro o dobro da quantidade de lipidios.

Kalsum et al. (2019) extrairam lipidios da microalga Spirulina platensis com metanol
e n-hexano em diferentes propor¢des volumétricas: 1:2, 1:1 e 1:0 (v/v). Para tal, realizou-se
um aquecimento utilizando um micro-ondas (projetado para a realizacdo dos experimentos) a
600 W por 40 min. O rendimento maximo obtido nesse periodo foi de 12,530 % de lipidios,
comparado a apenas 1,293 % para a extragdo com Soxhlet.

Alam et al. (2019) realizaram a extracdo de lipidios da microalga Chlorella vulgaris
por meio do método TPP (particionamento trifdsico) que apresentava duas etapas: incubagio e
extracdo. Na primeira, uma quantidade apropriada de sal foi adicionada a solu¢do microalgal.
Esta foi mantida em incubadora a uma temperatura proxima a 30 °C durante 1 h sendo agitada
periodicamente. Na segunda, o solvente foi adicionado a solucdo salgada de microalga, e a
extracdo foi mantida por certo periodo de tempo para garantir o contato suficiente entre
células, solvente e sal. Cada teste continha 50 % de solucdo de microalgal, e o resto

compreendia aos solventes etanol (E), acetato de etila (AE), AE: E nas razdes 0,5, 1, 1,75 e 3
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(v/v) e AE: E: DKP ( 4cido 2,5-piperazinadiona-1,4-diacético) nas razdes de 2,5, 1,5, 1, 0,7 e
0,4 (v/v/v). O tempo de incubagdo foi de 2 h e o de extracdo variou de 30 min a 240 min. O
sistema TPP foi mantido em banho-maria e submetido a diferentes temperaturas (30 °C, 40
°C, 50 °C e 60 °C). A quantificacdo Bligh e Dyer foi usada para comparar ao método TPP. No
sistema que empregava apenas o acetato de etila como solvente o rendimento de lipidios foi
de 2,1 %, enquanto que na combinagao de AE: E (1:1 v/v) o rendimento foi 15,7 %, sendo
este 0 maior teor encontrado. J4 no sistema AE: E: DKP o menor rendimento de lipidios foi
6,3 % na razdo 0,4 (v/v/v) e o maior foi préximo a 16 % na razao 1,5 (v/v/v). O maior
rendimento de lipidios obtido pelo método de superficie de resposta foi 16,08 % na razao AE:

E igual a 1, na razdo AE+E: DKP igual a 1,5 e temperatura de 60 °C.

1.4 Dados de equilibrio

A representacio dos dados de equilibrio liquido-liquido pode ser realizada por meio de
diagramas triangulares ou em coordenadas retangulares. Cada um dos componentes puros €
alocado nos vértices dos tridngulos, enquanto os lados representam a mistura bindria. J4 os
pontos no interior do triangulo representam a mistura terndria. O limite de miscibilidade é
representado pela curva binodal. J4 as linhas de amarracio (tie-lines) relacionam as
composi¢oes das fases em equilibrio, denominadas extrato e rafinado. O ponto em que essas
fases se igualam € chamado de ponto critico (plait point) e neste ndo é possivel realizar a
separacdo de fases. Vale ressaltar que para estimar o grau de separacdo alcancado pela
extracdo, € necessdrio analisar o coeficiente de particdo ou distribui¢do que € a razdo entre as
concentracdes do soluto na fase extrato e na fase rafinado (GEANKOPLIS, 1993).

O coeficiente de particdo ou distribuicdo € um importante parametro que pode ser
determinado a partir dos dados de equilibrio. Esse coeficiente representa a razdo entre as
concentracdes do soluto na fase extrato e na fase rafinado, sendo utilizado para quantificar o
grau de separacdo a ser alcancado no processo de extracdo (GEANKOPLIS, 1993). Para
sistemas de extracdo liquido-liquido no qual o soluto é sdo lipidios oriundos de microalgas e
sistemas com solvente hidrofobico e um solvente hidrofilico, os valores de coeficiente de
particdo acima da unidade indicam que menor € a polaridade da substincia, o que implica em
uma maior facilidade de atravessar as membranas celulares. Além disso, possibilita que um
menor volume de solvente ou um nimero menor de estagios de equilibrio possa ser usado

para a extracdo (BESSA et al., 2015).
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Dagostin et al. (2018) obtiveram dados de equilibrio liquido-liquido para o sistema
constituido por dleo de soja, etanol anidro e acetato de etila em diferentes temperaturas (25
°C, 40 °C e 60 °C) ao estudarem a extracdo de dleo de soja com o acetato de etila como co-
solvente. O objetivo do estudo foi aplicar ésteres etilicos como co-solventes, em baixas
proporcdes, para promocdo da extracdo de 6leo de soja, obtendo-se, dessa forma, nos sistemas
que havia ésteres, um aumento da solubilidade, a medida que as fracdes destes componentes e
temperaturas eram maiores. Em relagdo ao uso do acetato de etila, viu-se que em temperaturas
mais baixas, o efeito era mais pronunciado na extragcdo bruta de 6leo de soja.

Silve et al. (2018) se basearam no diagrama de equilibrio construido por Skrzecz et al.
(1999) para o sistema dgua, etanol e hexano para definirem a condi¢do e extracdo de lipidios
da microalga Auxenochlorella protothecoides. Dessa forma, empregaram a propor¢cdo
volumétrica, 3: 54: 22 em volume (mL) para 1 g de biomassa seca. Os autores realizaram
algumas tentativas visando a diminui¢do dessa propor¢do volumétrica, entretanto, viu-se a
quantidade de dgua seria um impasse, uma vez que remover a dgua presente nas microalgas
umidas ndo seria um processo economicamente vidvel. Com isso, os autores chegaram a
propor¢do volumétrica de 3: 18: 7,3 que levou a recuperacdo de 92 % e 72 % de lipidios de
biomassa obtidas em cultivos mixotréficos e autotréficos, respectivamente.

Barcelos et al. (2018) construiram o diagrama de fases para o sistema dleo de
microalga, hexano e etanol para diferentes temperaturas (35 °C, 40 °C e 45 °C) e teores de
acidez (2%, 20% e 40%). Os pigmentos presentes no 6leo bruto da microalga Desmodesmus
communis conferem coloracio escura ao mesmo, o que impede a visualizac@o da turvacdo que
caracteriza a formacdo de duas fases na obtencdo dos dados para a construcao a curva binodal
(Figura 1.2). Assim, os autores empregaram uma mistura homologa ao 6leo de microalgas a
partir de uma mistura de 6leos e gorduras, e verificaram que os coeficientes de particdo para
os acidos graxos livres obtidos em temperaturas distintas foram préximos da unidade, os
coeficientes para a mistura de triacilglieréis foram em torno de 0,8, o que permite seu

enriquecimento em TAG por extragdes sucessivas.
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Figura 1.2: Oleo extraido das microalgas (A) Desmodemus communis BROO7, (B) Chlorella

pyrenoidosa e (C) Scenedesmus obliquus BR0O03.

Fonte: Laboratorio de Biocombustiveis da UFV.

Por meio da revisdo de literatura efetuada, ainda sdao escassos os trabalhos referentes
ao uso de dados de equilibrio que mostrem a separa¢cdo dos componentes presentes no 6leo de

microalgas a partir de diferentes solventes.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DA BIOMASSA DE Scenedesmus obliquus
BRO003

RESUMO

As microalgas s@o organismos unicelulares que possuem a capacidade de armazenar
lipidios, despertando interesse para a produgdo de biodiesel a partir dessa fonte de matéria-
prima e motivando o desenvolvimento de inimeras pesquisas. Além disso, sao fonte de
diversas substincias de valor comercial e podem ser empregados para a producdo dos mais
diversos produtos como suplementos alimentares, firmacos, pigmentos. Esse estudo objetivou
caracterizar a microalga Scenedesmus obliqguus BR0O03 quanto ao teor de &4gua, cinzas,
biomassa livre de cinzas, lipidios, proteinas e carboidrato. A microalga apresentou um teor de
agua de (4,82 £ 0,13) %, teor de cinzas de (22,21 + 0,21) % e o teor de massa seca livre de
cinzas de (73,08 + 0,81) %, e teor de lipidios de (17,45 + 0,0025) % e (10,14 £+ 0,0055) % por
metodologias distintas, ja o teor de carboidrato foi (10,49 + 0,051) % e o de proteina foi (37,9
+0,31) %.

1. INTRODUCAO

As algas sdo organismos fotossintetizantes que proporcionam fonte de carbono e
energia para outros organismos. Essas s@o classificadas como macroalgas, que sdo as algas
marinhas, € como microalgas, que sdo organismos unicelulares (SIRAKOV et al., 2015).
Essas dltimas sdao microrganismos aqudticos que apresentam caracteristicas estruturais e
morfolégicas que as diferenciam entre si, mas sdo semelhantes quanto a fisiologia e
apresentam um metabolismo parecido ao das plantas vasculares (DERNER et al., 2006;
BARCELLOS et al., 2012).

As microalgas tém ganhado papel de destaque nos tltimos anos como matéria-prima
para a producdo de biodiesel. Esses microrganismos apresentam grande capacidade para
produzirem biomassa por unidade de drea e em curto tempo, quando comparadas as outras
fontes renovdveis que comumente sdo empregadas para a producao de biodiesel, como a soja,
o algoddo e gado de corte. Outra vantagem é o fato de ndo apresentarem sazonalidade
(periodo de safra) e nao dependerem de condi¢des especificas do solo. Além disso, algumas
espécies de microalgas tem a capacidade de armazenar grande quantidade de 6leo (SILVA;

BACHOLSKY; JERONIMO, 2015; AGENCIA BRASIL, 2019).
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Além do biocombustivel, as microalgas sdo fonte de diversas substincias de valor
comercial e podem ser empregados para a producdo dos mais diversos produtos como
suplementos alimentares, fArmacos, pigmentos, antioxidantes, dcidos graxos poli-insaturados,
vitaminas, proteinas e sais minerais (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011).

As microalgas sdo compostas principalmente de proteinas, lipidios e carboidratos.
Esses compostos podem ser submetidos a processos termoquimicos com maior rendimento
em Oleo que biomassas compostas essencialmente por celulose, lignina e hemicelulose
(PENG; WU; TU, 2000). Com isso, além do 6leo proveniente da fracdo de lipidios das
microalgas, as proteinas e carboidratos podem ser convertidos em 6leo combustivel ou gés
por técnicas termoquimicas, conforme proposto por Dote et al. (1993) e Ginzburg (1993).

Com o exposto, o presente trabalho teve por objetivo a caracterizagdo da microalga
Scenedesmus obliquus quanto ao teor de agua, cinzas, biomassa livre de cinzas, lipidios,

proteinas e carboidratos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria prima

O estudo foi realizado utilizando a microalga Scenedesmus obliquus BRO03,
pertencente a Colecdo de Microalgas do Laboratério de Biocombustiveis (LBC) do
Departamento de Engenharia Agricola (DEA) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV),
Estado de Minas Gerais, e cultivada na planta piloto de producdo de microalgas do
LBC/DEA/UFV.

O cultivo da alga foi realizado em um tanque aberto com capacidade de 4000 L, com
um meio de cultura de fertilizantes agricolas. A intensidade de radiacdo média didria da luz
solar direta foi de 752,1 pumol m? s”, com temperatura variando entre 22 °C e 30 °C. A
biomassa foi coletada no 16° dia de cultivo durante a fase estaciondria de crescimento, por
floculagdo assistida com polimero catidnico, obtendo-se um teor final de sélidos de 13 % em

massa (Rocha et al., 2019)..
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2.2 Caracterizacao fisico-quimica da biomassa liofilizada

2.2.1 Teores de agua, cinzas e biomassa livre de cinzas

Para a quantificacdo dos teores de dgua, cinzas e concentracdo de biomassa seca livre
de cinzas foram empregadas as metodologias de Baxter e Rexing (2017). Primeiramente,
calcinaram-se cadinhos a 500 °C por 1 h. Apés a calcinagao, o forno foi resfriado até 105 °C e
os cadinhos foram colocados em dessecador até atingir o equilibrio térmico com o ambiente, e
posteriormente pesados. Pesou-se aproximadamente 1g de biomassa nos cadinhos e foram
dispostos em estufa (MAO035, Marconi, Brasil) a 105 °C, sendo pesados novamente apds 24 h
para determinacdo do teor de dgua. Os cadinhos e biomassa foram calcinados durante 5 h a

550 °C e ap0s realizado o processo de resfriamento foram novamente pesados.

2.2.2 Teor de lipidios totais

O teor de lipidios totais foi determinado pela adaptacio do método J:Schmid-
Bondzynski-Ratzlaff (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1986). Foram pesados 1
g de biomassa liofilizada em tubos de 50 mL. Adicionou-se 10 mL de acido cloridrico 8 mol
L' aos tubos, em estufa (MAO35, Marconi, Brasil) a 65 °C e aguardou-se 15 h.
Posteriormente foram adicionados 10 mL de etanol, 15 mL de éter etilico e 15 mL de éter de
petréleo. Os tubos foram agitados no sistema de tamboramento a 500 rpm durante 24 h. Os
tubos contendo as misturas foram centrifugados (Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific,
Estados Unidos) a 5000 x g por 5 min. O sobrenadante (fase apolar) foi transferido para
frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL, previamente secos e de massas conhecidas e submetidos
a evaporacdo dos solventes a 90 °C. Aos tubos foram adicionados novamente 15 mL de éter
de petréleo e 15 mL de éter etilico, para uma segunda extracdo nas mesmas condicdes. Ao
total foram realizadas 5 extracdes. Apds a evaporagdo dos solventes de extracdo, os frascos
tipo Erlenmeyer foram colocados na estufa (MA035, Marconi, Brasil) a 105 °C por 24 horas e
novamente pesados. O teor de lipidios foi determinado como a razdo entre a massa do extrato
apolar obtido apds as extragdes e a massa de biomassa livre de cinzas utilizada.

O teor de lipidios também foi obtido pela adaptacao do método Bligh e Dyer (1959).
Nesse procedimento, pesou-se 1 g de biomassa seca em tubos de 50 mL, adicionou-se 5 mL
de cloroférmio e 10 mL de metanol. A mistura foi agitada a 300 rpm por 24 horas, em
temperatura de 25 °C. Em seguida, adicionou-se 5 mL de cloroférmio e 9 mL de dgua, os

tubos foram novamente agitados a 300 rpm por 1h. Apds extracdo, o material foi centrifugado
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a 7500 x g por 10 minutos e a fase inferior (apolar) foi coletada e filtrada em papel filtro
Whatman n° 1 em frascos tipo Erlenmeyer de 50 mL, previamente secos em estufa e de
massas conhecidas. Foram realizadas mais 5 extracOes nas mesmas condi¢gdes adicionando-se
10 mL de cloroférmio aos frascos. As fases apolares foram adicionadas aos frascos ja
utilizados e foram colocados na estufa (MAO035, Marconi, Brasil) a 50 °C por 24 horas e
novamente pesados. O teor de lipidios foi determinado como a razao entre a massa do extrato

apolar obtido apds as extragdes e a massa de biomassa livre de cinzas utilizada.

2.2.3 Teor de carboidratos totais

A quantificagdo de carboidratos foi realizada pelo método fenol-dcido sulftirico em
microplacas (Masuko et al, 2005) que compreende as etapas de extracdo de carboidratos
intracelulares seguido do método fenol-4cido sulfirico de Dubois et al. (1956), utilizando-se

glicose para a constru¢do da curva padrio e a leitura foi realizada em espectrofotdometro.

2.2.4 Teor de proteina total
O teor de proteina total foi determinado empregando uma das metodologias propostas
por Afify et al. (2018). Por meio dessa metodologia, quantificou-se o total de nitrogénio pelo

método Kjeldahl e o converteu em porcentagem de proteina utilizando o fator de conversdo

5,89.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
A biomassa da linhagem de Scenedesmus obliquus BR003 foi caracterizada quanto a
composi¢cdo centesimal, expressa em teores de umidade, cinzas, biomassa livre de cinzas,

lipidios, carboidratos e proteinas.

3.1 Teores de agua, cinzas e biomassa livre de cinzas
A Tabela 2.1 apresenta os valores médios e o intervalo de confianca a 95% para o teor

de 4gua, massa seca, cinzas e massa seca livre de cinzas para a biomassa liofilizada.
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Tabela 2.1: Teores de umidade, massa seca, cinzas e massa seca livre de cinzas para a

biomassa de Scenedesmus obliqguus BR0O03

Parametro Teor (% m/m)
Teor de dgua 4,82+0,13
Teor de massa seca 95,18 +0,13
Teor de cinzas 22,21 +0,21
Teor de massa seca livre de cinzas 73,08 £0,81

Fonte: A autora.

Apandi et al. (2017) cultivaram a microalga Scenedesmus sp. em quatro diferentes
concentracdes de esgosto (10 WM, 15 %WM, 20 %WM e 25 %9WM) e utilizaram o meio
BBM (Bold Basal Medium) como tratamento controle. Desse estudo, os autores verificaram
que os teores de cinzas obtidos nos 5 cultivos foram 3,1 %, 7,1 %, 9,2 %, 12,0 % e 10,2 %
(controle), respectivamente, havendo portando incremento de cinzas na biomassa oriundas de
dguas residudrias.

Ido et al. (2018) realizaram um delineamento experimental visando a otimizac¢do da
extragdo de lipidios da microalga Scenedesmus obliquus empregando uma mistura de hexano
e isopropanol razdo de 1:10 m/v como solvente e o método de rompimento utilizado em
conjunto com a extracdo foi ultrassom. A microalga utilizada no estudo apresentou um teor de
cinzas de 25,58 % em massa. J4 Gong et al. (2018) investigaram o potencial da microalga
Scenedesmus sp. como o principal ingrediente em alimentos com baixo teor de farinha de
peixe de salmdo do Atlantico. A microalga foi caracterizada apresentando um teor de cinzas
médio de 8,3 % em massa. El-Chaghaby et al. (2019) estudaram a composi¢ao e propriedades
antioxidantes de linhagens de Scenedesmus obliquus, Chlorella vulgaris e Spirulina platensis
secas utilizando etanol a 96 % (v/v). Na etapa de caracterizagdo, a microalga Scenedesmus
obliquus apresentou um teor de cinzas de 15,07 % e umidade de 2,57 % em massa seca.

Para este estudo, o teor de cinzas encontrado (22,21 + 0,21) % (Tabela 2.2) foi
proximo ao encontrado por Ido et al. (2018), todavia foi maior do que o encontrado pelos
outros autores. Dessa maneira, por meio dos valores reportados na literatura para o género
Scenedesmus, conclui-se que o teor de cinzas estd relacionado com a contaminacio inerente
dos cultivas em tanques aberto, além da carga mineral caracteristica nos nutrientes do cultivo.
E importante ressaltar, que um alto teor de cinzas, pensando na produgio de biodiesel de

microalga, pode dar um efeito negativo no comportamento de combustivel de biomassa
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devido a problemas de incrustagdo e corrosdao nos equipamentos necessarios para a producao

de biodiesel em larga escala (MUNOZ et al., 2015; KHOO et al., 2020).

3.2 Teor de lipidios

Gupta et al. (2017) encontraram um teor de lipidios para a microalga Scenedesmus
obliquus igual a 16,0 %, sendo préximo ao teor encontrado no presente trabalho que foi de
(17,45 £ 0,0025) % obtido pelo método J:Schmid-Bondzynski-Ratzlaff INTERNATIONAL
DAIRY FEDERATION, 1986) e (10,14 £+ 0,0055) % pelo método de Bligh e Dyer (1959).

Ahmad et al. (2019) investigaram tanto a aplicacdo da microalga Scenedesmus
obliquus para a fito remediacdo de 4guas residuais quanto a acumula¢do de componentes
bioquimicos nas células. Ao caracterizarem a microalga pelo método de Folch et al. (1957),
obtiveram um teor de lipidios igual a (26,5 £ 1,5) % em massa seca.

An et al. (2020) estudaram os efeitos de diferentes fontes de nitrogénio (NaNOs,
NH4CI e CO(NH3),) em diferentes concentragdes (0,1, 0,5, 1 e 2 mg L'l) no crescimento e
acumulo de lipidios da microalga Scenedesmus obliquus. O maior teor de lipidio (30,6 %) foi
obtido para o cultivo com adicdo de 0,1 mg L de NH4Cl. Os autores empregaram o método
de extracao de lipidios descrito por Gan et al. (2016).

Por esses trabalhos, verifica-se que os teores de lipidios reportados na literatura foram
maiores que o encontrado neste trabalho. A forma de cultivo da microalga pode ter
contribuido para essa diferenca nos teores de lipidios, onde ndo foi utilizada uma estratégia

especifica para o estimulo ao acimulo de desse metabdlito.

3.3 Teor de carboidratos

O teor de carboidratos da biomassa foi de (10,49 + 0,051) %. Shankar et al. (2017)
determinaram que o teor de carboidratos total para a microalga Scenedesmus obliquus variou
entre 10,0 e 17,0 %, também proximo ao obtido por Mathimani et al. (2018). Entretanto,
Gupta et al. (2017) e Ajala e Alexander (2020) encontraram um teor de carboidrato total igual
a 20,4 % e 38,0 %, respectivamente, o que estd relacionado as condi¢des de cultivo e
estratégia de coleta, uma vez que as condicdes de estresse podem direcionar o acimulo de
carbono na forma de carboidratos de reserva (amido), que pode ser empregado para a

producdo de bioetanol por microalgas.
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3.4 Teor de proteinas

O teor de proteinas da biomassa em estudo foi de (37,9 £ 0,31) %. Batista et al. (2014)
empregando diferentes meios de cultura para a microalga Scenedesmus obliquus e métodos
classicos e termogravimétricos para a extragdo de lipidios, proteinas, agicares e cinzas
conseguiram produzir biomassa com teores de proteinas igual a (20,4 = 0,02) % massa seca.
Ja Afify et al. (2018) encontraram um teor de (34,45 + 0,01) % de proteinas da Scenedesmus
obliquus utilizando a extracdo com NaOH (pH 12) com posterior neutralizagdo, € um teor de
(39,55 £ 0,02) % sem a neutraliza¢ao. Por meio dos resultados desses dois estudos reportados
na literatura, verifica-se que o teor de proteinas encontrado na caracterizagdo da biomassa de
Scenedesmus obliquus estd préximo a valores reportados na literatura. Entretanto Ajala e
Alexander (2020) obtiveram um teor de proteina igual a 64,6 % ao cultivarem a Scenedesmus
obliquus em aguas residuais suplementada com diferentes niveis de sulfato, nitrato e fosfato.
Assim como para o actimulo de lipidios e carboidratos, fatores de estresse nutricionais
também podem resultar em maior acimulo de proteinas, o que demostra a grande plasticidade
dessa espécie como fonte de matéria prima para a producdo de biocombustiveis (lipidios e
carboidratos) e alimentos com elevado teor de proteinas.

Alguns lipidios neutros poderdo ficar armazenados na célula de microalgas na forma
de pequenos corpos oleosos, que sdo extraidos por um solvente apolar, como o hexano. Ja
outros lipidios neutros e os polares, formam complexos com proteinas na membrana
celular. As associagdes proteina-lipidio ndo podem ser quebradas com um solvente de
extragdo apolar, e mesmo alguns solventes de extragdo polares mostraram-se menos
adequados do que misturas com um solvente halogenado (RYCKEBOSCH et al., 2014). Logo
um alto teor de proteinas junto a uma escolha de solvente (s) inadequada pode dificultar a

extracdo de 6leo que impactard na producdo do biodiesel.

CONCLUSAO

A caracterizagdo da microalga Scenedesmus obliquus quanto ao teor de agua, cinzas,
biomassa livre de cinzas, lipidios, proteinas e carboidrato apresentou resultados concordantes
com os da literatura, sendo as diferencas nos valores encontrados com os de outros trabalhos

decorrentes do método de cultivo de microalga a ser empregado. O método proposto por

J:Schmid-Bondzynski-Ratzlaff (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1986)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/solvent-extraction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/solvent-extraction
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cell-membranes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cell-membranes
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conseguiu extrair mais lipidios do que o método de Bligh e Dyer (1959), uma vez que nesse

houve um rompimento quimico da biomassa liofilizada.
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CAPITULO 3 - DADOS DE EQUILIBRIO LIQUIDO-LIQUIDO PARA O
SISTEMA OLEO MODELO, ACETATO DE ETILA E AGUA
Isabela Nascimento Tavares Ferreiral, Rita de Cassia Superbi de Sousal, Marcio
Arédes Martins®
'Departamento da Quimica, “Departamento da Engenharia Agricola
Universidade Federal de Vicosa, Avenida PH Rolfs, s/n, Vigcosa, Minas Gerais, Brasil, 36570-
000

RESUMO
As microalgas sd@o organismos unicelulares que possuem a capacidade de armazenar lipidios,
despertando interesse para a producdo de biodiesel a partir dessa fonte de matéria-prima e
motivando o desenvolvimento de indmeras pesquisas. Entretanto, o elevado teor de dcido
graxo livre presentes no 6leo bruto dificulta a etapa de refino do 6leo e a transesterificagdao
com catdlise alcalina. Esse estudo objetivou determinar dados de equilibrio liquido-liquido de
sistema de extracdo de lipidios da microalga Scenedesmus obliquus, composto por o6leo,
acetato de etila e dgua. Como 6leo de microalgas apresenta uma coloracdo escura, fez-se
necessario empregar uma mistura de 6leos comerciais cuja composi¢ao de dcidos graxos fosse
proxima ao do 6leo da microalga. As curvas de equilibrio experimental e a composi¢do das
linhas de amarragcdo foram determinadas para 2%, 20% e 40% de AGL, a 25 °C, 35 °C e 45
°C. Trés equagdes empiricas foram usadas para correlacionar os dados das curvas binodais.
Os parametros da equacdo de melhor ajuste foram usados junto com os dados de separacdo de
fase, os quais foram obtidos pelo método gravimétrico, para a construcdo das linhas de
amarragdo. A consisténcia das linhas de amarracdo foi verificada usando as equacdes de
Othmer — Tobias e Bancroft. A partir dos dados de equilibrio, foram determinados os
coeficientes de distribuicdo do lipidio neutro, do AGL, a seletividade do acetato de etila e a
eficiéncia de extracdo para os sistemas estudados. Verificou-se que temperatura e o teor de
acidez influenciaram a curva binodal e, consequentemente, o equilibrio das fases. Os valores
de seletividade indicaram que o uso do acetato de etila como solvente favoreceu a
concentracdo de AGL e dos lipidios neutros (TAGs) na fase rica em acetato de etila
(superior). O aumento da acidez inicial do 6leo diminuiu o coeficiente de parti¢do dos lipidios
neutros e aumentou a seletividade. Os valores de seletividade nos sistemas contendo 6leo
bruto de S. obliquus, apresentaram valores inferiores ao apresentado pelo 6leo modelo

estudado, em decorréncia da diminui¢ao dos coeficientes de particio do AGL e lipidio neutro
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N

nesses sistemas. Essa diferenca se deve ndao somente a acidez relativamente superior do
extrato bruto (41,57%), mas também pela complexidade da composi¢io do 6leo de

microalgas.

1.INTRODUCAO

O constante aumento no preco dos combustiveis atrelado a preocupacdo com os
impactos ambientais provenientes das emissdes de carbono t€m motivado a busca de fontes
renovaveis e tecnologias sustentdveis que satisfacam as necessidades da industria e do
mercado. Dentre as fontes renovdveis potenciais, as microalgas t€ém ganhado papel de
destaque nos ultimos anos como matéria-prima para a producao de biodiesel. Um dos motivos
para isso € o fato de que estes microrganismos apresentam grande capacidade para
produzirem biomassa por unidade de drea e tempo quando comparadas as outras fontes
renovaveis que comumente sdo empregadas para a producdo de biodiesel, como o dleo de
soja, a gordura animal e o 6leo de algoddo. Outra vantagem ¢é o fato de ndo apresentarem
sazonalidade (periodo de safra) e nao dependerem de condi¢des especificas do solo. Além
disso, algumas espécies de microalgas tem a capacidade de armazenar grande quantidade de
6leo (SILVA; BACHOLSKY; JERONIMO, 2015; AGENCIA BRASIL, 2019).

Apesar de todos os avancos dos ultimos anos provenientes das indmeras pesquisas
com microalgas, ainda ndo foi possivel desenvolver um processo economicamente vidvel para
a producdo de biodiesel de microalgas. As etapas de extragdo e refino do 6leo bruto ainda nao
sdo consolidadas ja que para extrair o 6leo da biomassa seca ou tmida, os lipidios polares
como fosfolipidios e glicolipidios, além de lipidios neutros, como triacilgliceréis (TAG)
também acabam sendo extraidos (BARCELOS et al, 2018).

A extragdo liquido-liquido é uma alternativa para a extracdo de lipidios de microalgas
que envolve quatro etapas, sendo a primeira a mistura da solucdo constituida pelo soluto de
interesse e o solvente extrator. A segunda etapa consiste na separacdo das fases, a terceira a
remogao e recuperacao do soluto resultante e, por tltimo, tem-se a remog¢ao e recuperacao do
solvente extrator (MORAES et al., 2015). Dentre as vantagens da extracdo liquido-liquido,
destaca-se seu baixo custo operacional quando comparada a outras operacdes unitirias como a
destilacdo, por exemplo. Como desvantagens, aponta-se a eventual dificuldade de separacdo
das fases extrato e rafinado quando se realiza a extracdo em matrizes complexas, tais como a

biomassa de microalgas (GEANKOPLIS, 1993; SEADER et al., 2006).
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Muitos autores tém estudado solventes para a extracdo de lipidios dispersos em fase
aquosa, apos o rompimento das células. No caso das microalgas, muitos solventes t€ém a
capacidade de desestabilizar a membrana celular e de organelas, solubilizando lipidios polares
em conjunto com os lipidios neutros de reserva. Assim, as caracteristicas desejaveis na
selecdo de um solvente de extracdo sdo: ser voldtil, para que a remocao posterior seja fécil;
ndo deve reagir com os lipidios, formar um sistema bifdsico de forma seletiva aos lipidios
(MOLINA GRIMA, GONZALEZ e GIMENEZ, 2013). Solventes como cloroférmio,
metanol, etanol, iso-propanol e hexano foram avaliados por indmeras pesquisas na extragao,
como por exemplo, tem-se os trabalhos de Gorgich et al. (2019), Li et al. (2019), El-Sheekh
et al. (2019) e Préat et al. (2020). Entretanto, solventes verdes e liquidos i0nicos vem se
destacando e sendo cada vez mais estudados como alternativa, o que € corroborado por Jeevan
Kumar et al. (2017), De Jesus e Filho (2020), Krishanan et al. (2020) e Tang e Ro Row
(2020).Nesse sentido, os trabalhos de Lohani, Fallahi e Muthumarappan (2015), Dagostin et
al. (2018) e Da Rosa et al. (2019), empregaram o acetato de etila na extracdo de lipidios com
vantagens quando comparados aos solventes comumente empregados, uma vez que € menos
téxico, mais barato e necessita de um menor tempo de extracao.

Para a obtencdo de dados de equilibrio pela titulacdo turbidimétrica € necessdrio ter
acesso Otico a mistura. Entretanto, o 6leo de microalgas possui composi¢do complexa e de
coloragdo escura, o que impossibilita a determinagdo dos dados de equilibrio por essa técnica
(BARCELOS et al., 2019).Com isso, optou-se pela utilizacdo de uma mistura de 6leos com
perfil de 4cidos graxos préximo ao 6leo de Scenedesmus obliquus (6leo modelo), e contendo
majoritariamente triacilglicerdis (TAG) e dcidos graxos livres (AGL). O objetivo deste estudo
foi avaliar a separacdo de lipidios neutros em Oleos de elevada acidez, como o 6leo bruto de
microalga, dispersos em fase aquosa, para tal foram determinados dados de equilibrio para os

sistemas bifasicos contendo 6leo modelo, acetato de etila e 4gua deionizada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Acetato de etila (CAS ndmero 141-78-6) da marca Quimica Moderna. Agua
deionizada. Eter etilico (CAS niimero 60-29-7) da marca Alphatec com pureza de 99,8%. Eter
de petréleo (CAS nimero 8032-32-4) da marca Qhemis. Alcool etilico (CAS 64-17-5) da
marca Qhemis. Oleo comercial de palma da marca Cepera, Gleo comercial de Chia da marca

Giroil e 6leo comercial de Coco da marca Natural Life. A cepa da microalga Scenedesmus



44

obliquus utilizada pertence a colecdo de cultura de microalga e cianobactéria da Universidade

Federal de Vicosa.

2.2 Preparo do 6leo modelo

Devido a composicdo complexa e escura do 6leo bruto da microalga fez se necessario
identificar uma mistura de 6leos comerciais tendo como base a composi¢do de dcido graxo do
6leo da microalga Scenedesmus obliquus. Para a obtencdo da mistura de Oleos a ser
empregada, investigou-se o 6leo de coco, de chia, de palma, de soja, de girassol e de canola.
Para o preparo do 6leo modelo foram considerados os &dcidos graxos em quantidades
majoritdrias, com 16 e 18 carbonos, caracteristico de O6leos de linhagens do género
Scenedesmus (ROCHA et al., 2017; ROCHA et al., 2019). Dessa forma, chegou-se na
mistura de 6leos que continha 6leos de palma (65% m/m), de chia (20% m/m) e de coco (15%
m/m), pois seu perfil graxo mais se aproximava daquele do 6leo bruto da microalga em
estudo.

Para a obtencdo do perfil de 4cidos graxos dos Oleos da microalga Scenedesmus
obliquus e dos 6leos comerciais empregou-se a metodologia adaptada de Guihéneuf, Schmid e
Stengel (2015) e utilizou-se o cromatografo a gas (CG 2010, Shimadzu, Japdo) nas seguintes
condi¢des: injecdo direta de 1 L. da amostra, rampa de aquecimento linear de 60 °C para 330

°C a20°C min™ e alta velocidade linear para melhor resolucio de pico (Apéndice A).

2.3 Preparo do acido graxo livre

Os 6leos comerciais apresentam um teor de acidez baixo (menos de 3 %), enquanto a
acidez dos 6leos de microalgas é usualmente elevada, na ordem de 40 % (BARCELOS et al.,
2018). Dessa forma, fez-necessdrio a adi¢do de dcido graxo ao 6leo modelo visando a
obten¢ao de um teor de acidez mais elevado. Para tal, empregou-se a metodologia proposta
por Barcelos et al. (2018) A acidez foi determinada pelo método da acidez tituldvel segundo

as normas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.4 Mapeamento do sistema ternario

Nao foi possivel encontrar na literatura nenhum dado de equilibrio liquido-liquido

para o sistema 6leo + dgua + acetato de etila. Dessa forma, realizou-se primeiramente um
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mapeamento do sistema terndrio para entender onde estaria a regido bifdsica e a monofésica.
Para tal, um conjunto de pontos experimentais (Apéndice B) foram definidos visando
determinar se mistura formaria ou nao duas fases, ou seja, se a mistura ficaria ou ndo turva.
Dessa forma, o diagrama de equilibrio (Figura 3.1) foi obtido mostrando que hd uma grande
regido bifdsica e duas curvas binodais. E importante destacar que as diferentes misturas foram
testadas nas temperaturas de 25 °C, 35 °C e 45 °C, ndo sendo evidenciadas diferencas
expressivas para as trés temperaturas, com as concentracoes pré-definidas utilizadas. Os
pontos foram quantificados em volume e convertidos para fracdo mdssica considerando a

densidade de cada componente nas trés temperaturas.

Figura 3.1: Diagrama de mistura terndria 6leo modelo (40% AGL) + acetato de etila + dgua a
25°C.

Oleo modelo

B Bifasico
® Monofasico

Agua 00 01 02 0.3 0.4 0.5 06 0.7 08 0.9 1.0 Acetato de etila

Fonte: A autora.

2.5 Determinacao da curva binodal

Havendo identificado a regido bifésica, obteve-se a curva binodal do sistema bifésico
contendo 6leo modelo (componente 1), acetato de etila (componente 2) e dgua deionizada
(componente 3) nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C e contendo 2, 20 e 40 % de AGL. Dessa
forma, foi possivel avaliar a influéncia da acidez e da temperatura na separacao de fases.

Foi construida a curva binodal para o sistema 6leo modelo (2, 20 e 40 % AGL) + dgua
+ acetato de etila nas temperaturas 25, 35 e 45 °C. Para isso, ajustou-se a temperatura e
adicionou-se 1 g do 6leo modelo em um tubo de vibro. Apds estabilizacdo da temperatura, foi

adicionada uma determinada quantidade de dgua até perceber a formacdo de duas fases.
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Procedeu-se entdo a adicdo gradual de acetato de etila até ndo ser percebida a formacao das
fases. A Figura 3.2 ilustra o procedimento da titulagdo turbidimétrica. A cada mudanca do
comportamento das fases, as massas de dgua e acetato foram registradas. Repetiu-se o

procedimento de titulag@o até serem obtidos pontos suficientes para a construc¢do da curva.

Figura 3.2: Ilustracdo da metodologia de titulagdo turbidimetria a 25 °C: (A) 6leo a 2 % AGL
limpido, (B) apds a primeira adi¢cdo de dgua, e (C) a mistura 6leo, dgua e acetato de etila antes

e (D) ap6s a separacao das fases.

A B C D B

Fonte: A autora.

Os modelos (equacdes 1, 2 e 3) foram ajustados aos dados experimentais para
obtencdo das curvas binodais. A equagdo 1 foi originalmente proposta por Merchuk, Andrews
e Asenjo (1998) apresentando 3 parametros ajustdveis. Com o intuito de aumentar a precisao
do ajuste, outros colaboradores propuseram equagdes empiricas (2 e 3) que também
descrevessem a curva binodal, porém com 4 parametros ajustdveis (ALVAREZ-GUERRA et

al., 2016; HAN et al., 2012; LI et al., 2014; MERCHUK; ANDREWS; ASENJO, 1998).

w,; = aexp(bwy® — cw}) (1)

wy = a4+ bw2® + cw, + dw? (2)
1= 2 2 2

w; = exp(a + bwy® + cw, + dw$) (3)

em que w; € a fracdo mdssica de 6leo modelo; w, € a fracdo mdssica de acetato de etila e q,

b, c e d sdo os parametros de ajuste dos modelos.

2.6 Determinacao das linhas de amarracao

As linhas de amarracdo foram determinadas pelo método gravimétrico descrito por
Merchuk et al. (1998). Para obtencdo das linhas de amarracdo, cinco misturas (6leo modelo,

dgua e acetato de etila) foram preparadas com composi¢des pertencentes a regido bifésica, que
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foram determinadas pela curva binodal, utilizando 6leo modelo com acidez de 2, 20 e 40 %
nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C (totalizando doze sistemas). Os componentes da mistura
foram pesados e adicionados a um tubo de 15 mL, o qual foi submetido a agita¢do vigorosa
em vortéx por alguns minutos, para total contato entre os componentes. Em seguida, os tubos
foram mantidos fechados e em repouso para que ocorresse a separacdo entre as fases e o
equilibrio fosse estabelecido. As duas fases (extrato e refinado) foram separadas e pesadas em
balanca analitica.

Os dados de separagdo das fases obtidos pelo método gravimétrico foram aplicados a
uma regra da alavanca (balan¢o de massa) que relaciona a massa da fase superior e inferior da
mistura e a massa total da mesma (MERCHUK et al., 1998), juntamente com os parametros
da equagdo para as curvas binodais. Como duas curvas binodais foram encontradas, as

equagdes 4 e 5 apresentam parametros diferentes.

wt=a+bwt” +cwt +dws’ 4)
b b05 b b2
w=e+fw;  +gw; +hw; (5)
wi 1-
wi == [ wh ©)
wi 1-x
wy =-—2%— 7] w3 (7)
m¢
o= 8
Motal ( )

em que w! é a fracio em massa do Gleo modelo no topo; wP é a fracido mdssica do Sleo

modelo na base; w$ é a fracio mdssica de acetato de etila no topo; wb é a fragio mdssica de
acetato de etila na base; m; € a massa total da fase topo e my,, € a massa total do sistema

(topo e base), a ¢ uma fragdo mdssica (razdo massa topo pela massa total (topo + base)).

A confiabilidade das linhas de amarragdo foi verificada pelas equacdes empiricas de

correlagdo propostas por Othmer-Tobias (equagdo 9) e Bancroft (equagdo 10).

(538) = 0 (523)) ©)

W3

r

() = 0 (%)) (10)
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em que wS é a fracio mdssica de acetato de etila na fase superior, wP é a fracio massica do

6leo modelo na fase inferior, w2 e wi sdo as fracdes massicas de dgua nas fases inferior e
superior, respectivamente e kq, k,, n e r sdo os pardmetros de ajuste. A partir da regressao da
equacdo linearizada sdo obtidos os parimetros e o coeficiente de determinacdo (R?) para a
avaliacio da confiabilidade dos dados experimentais, ou seja, pelo valor de R* serd

determinado se houve ou ndo confiabilidade das linhas de amarracao.

O comprimento das linhas de amarracao (CLA) foi calculado a partir da equagdo 11,

enquanto que a inclinagdo das linhas de amarragao (ILA) foi calculada a partir da equacdo 12.

CLA = J(wf — wp)* + (wf — wh)’ (11)
_ (wi-w?)
ILA = 00 (12)

em que w! é a fracio em massa do 6leo modelo no topo; w? é a fracio mdssica de 6leo

modelo na base; w é a fracio massica de acetato de etila no topo; wb é a fragio mdssica de
acetato de etila na base.

Os coeficientes de particao dos lipidios neutros (Kyy) € do AGL (Kpgr), assim como a
seletividade do acetato de etila (S) tanto para o 6leo modelo estudado como para o 6leo bruto

foram calculados a partir das fragdes massicas de lipidios neutros e AGL nas fases extrato e

rafinado, utilizando-se as equagdes 12, 13 e 14.

WRGL
Kacr = who (12)
WEN
Kin = why (13)
KaGL
S=—= 14
K (14)

t b ~ ~ 2 . . t
em que W agL € W acL s20 a fracdo mdssica do AGL no topo e base, respectivamente, w Ln €

w’Ly a fracio méssica do LN no topo e base, respectivamente.
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2.7 Determinacao da eficiéncia de extracao

A eficiéncia da extracdo (EE) do AGL e do LN no sistema foi calculada pelo balanco
de massa, sendo expressa por meio da razdo entre a massa de AGL na fase topo e da massa

total de AGL (fase topo + fase base).

t
= __MaAGL
EEag, = 100 r—— (15)
EE,y = 100% (16)
mpN+mpy
EErorq = 100 ——"Total__ 17
Total — t b ( )

Mota1 T Mrotal

t z b e t A
em que m agL € a massa de AGL no topo e m agL. € a massa de AGL na base, mnx € a massa
b b .
de LN no topo e que m 1n € a massa de LN na base, enquanto que m o € a massa total na

t ) b L
base, m o1 € @ massa total no topo € m o1 € @ massa de LN na base.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacao do 6leo bruto da microalga Scenedesmus obliquus

O dleo bruto extraido da microalga Scenedesmus obliquus apresentou um teor de
acidez de 41,57 £ 0,63 %. Este alto valor confirma a grande quantidade de dcido graxo livre
desta fonte de lipidio. A principal caracteristica do 6leo da microalga estudada é um teor
considerdvel de acido alpha-linolénico (O0mega-3) que também estd presente de forma
significativa no 6leo comercial de chia (Tabela 3.1). Além disso, o 6leo da Scenedesmus
obliquus apresenta um teor elevado de 4cido palmitico, assim como o 6leo comercial de
palma (Tabela 3.1). O 6leo comercial de coco foi utilizado para auxiliar o ajuste do perfil de
acidos graxos do 6leo modelo (MOPCC-Mistura de 6leo de palma, coco e chia) ao do 6leo da

microalga.
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Tabela 3.1: Composicao de dcidos graxos de 6leos utilizados no 6leo modelo e do 6leo bruto

de Scenedesmus obliquus.

Acido Oleo de Oleo de Oleo O’leo de Palma + Scenedesmus
Graxo Palma Chia Coco Oleo de Chia + obliquus
Comercial Comercial Comercial Oleo de Coco

C16:0 23,17 7,70 7,81 18,07 25,33

Cl16:X 0,00 0,00 0,00 0,00 3,02

C18:0 3,49 3,01 2,87 3,46 4,64

C18:X 73,04 89,29 7,21 65,98 58,06
TOTAL 99,7 100,00 17,89 87,51 91,05

Fonte: A autora.

3.2 Preparo do 6leo modelo

A partir da composi¢cdo de 4cidos graxos de Oleos comerciais e da microalga
Scenedesmus obliquus que estd apresentada na Tabela 3.1, uma mistura contendo 6leo de
palma (65 % m/m), 6leo de chia (20 % m/m) e 6leo de coco (15 % m/m) foi formulada para
fornecer uma mistura de 6leo préxima em composicdo de &acidos graxos ao o6leo de
Scenedesmus obliquus. Os &cidos graxos foram produzidos por saponificagdo seguida de
acidificacdo e adicionados a essa mistura de 6leo, produzindo amostras com teores proximos a
2,20 e 40 % de AGL. Por balan¢co de massa, foi determinada a quantidade de AGL que
deveria ser adicionada ao 6leo modelo (1,76 % AGL) para que os teores de 20 e 40 % fossem
obtidos. O teor de acidez final dessas trés misturas foi verificado pelo método da acidez

titulavel (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

3.3 Curva binodal

Os dados de equilibrio foram obtidos por meio de titulacdo turbidimétrica para
sistemas contendo 2, 20 e 40 % (m/m) AGL nas temperaturas de (25 +0,5), (35+0,5) e (45 =
0,5) °C (Apéndice C). Para determinar o modelo mais indicado (equacdo 1, 2 e 3) para
descrever o comportamento da curva binodal, analisou-se os coeficientes de correlacao (R2) e
o desvio padrdo (sd) obtidos com os parametros de ajuste a partir da correlagdo dos dados
binodais experimentais para todos os sistemas estudados e que estdo apresentados nas Tabelas
3.2 a 3.4. Apesar dos altos coeficientes de correlagdao da equagdo 1 (> 0,9939) e para equacao
3 (> 0,9923), o modelo nao descreveu bem o formato da curva binodal encontrada, o que pode

ser observado na Figura 3.3. Entretanto, a equacdo 2 descreveu adequadamente a curva
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binodal e com maiores coeficientes de correlagdao (> 0,999) e baixo desvio padrdo (< 0,0090),

sendo, portanto, a equacdo 2 a mais indicada ao se considerar todos os sistemas estudados.

Tabela 3.2: Valores dos Parimetros da Equagio 1 do sistema Oleo Modelo (TAG + AGL) (1)
+ Acetato de etila (2) + Agua (3)a25,35e45°C.

Fonte: A autora.

% AGL a b R? sd

25°C

2 1,0185  -0,5323  2,8697  0,9969  0,0158

20 1,0234  -0,5475  3,1236  0,9982  0,0106

40 0,9914  -0,4974 32275  0,9939  0,0194
35°C

2 1,0183  -0,6074  2,8759  0,9950  0,0193

20 1,0114  -0,4972 34924 09970  0,0155

40 1,0399  -0,6036 29074  0,9953  0,0165
45°C

2 1,0175  -0,4879  3,3878  0,9951  0,0203

20 1,0313  -0,5851  3,1115  0,9948  0,0192

40 1,0279  -0,5863 34759  0,9955  0,0178

Tabela 3.3: Valores dos Pardmetros da Equagado 2 do sistema Oleo Modelo (TAG + AGL) (1)
+ Acetato de etila (2) + Agua (3)a25,35e45°C.

% AGL a B c d R? sd

25°C

2 09861  -0,1044  -0,6955 -0,3191  0,9999  0,0026

20 0,9655  -0,0275  -0,7589  -0,3875  0,9997  0,0041

40 0,9417 0,098  -09760  -0,2465  0,9995  0,0069
35°C

2 0,9727  -0,0615 -0,8808  -0,1369  0,9996  0,0051

20 0,9843  -0,1580  -0,5266  -0,5763  0,9997  0,0052

40 0,9989  -0,2029  -0,5617 -0,4154  0,9992  0,0069
45°C

2 0,9921  -0,1909  -0,4304  -0,6684  0,9991  0,0090

20 0,9884  -0,0633 -0,8546  -0,2361 09996  0,0056

40 0,9880  -0,0943  -0,8133  -0,3049 09997  0,0048

Fonte: A autora.
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Tabela 3.4: Valores dos Parametros da Equagdo 3 do sistema Oleo Modelo (TAG + AGL) (1)
+ Acetato de etila (2) + Agua (3) a25,35e45°C.

% AGL A B ¢ d R? sd

25°C

2 -0,0028  -0,5576  0,7306  -2,9052  0,9956  0,0194

20 0,0102  -0,6504  0,8722  -3,0769  0,9983  0,0106

40 -0,0475  -02899 02547  -2,7403  0,9947  0,0180
35°C

2 -0,0169 -03899  0,1520  -2,4096  0,9962  0,0172

20 -0,0014  -0,6559  1,0716  -3,5420  0,9937  0,0216

40 0,0087  -0,5177  0,4457  -2,5938  0,9940  0,0189
45°C

2 0,0008  -0,5359  0,7555  -3,1674 09923  0,0261

20 -0,0036  -0,3717  0,1855  -2,5549  0,9959  0,0173

40 -0,0016  -04723 04358  -2,9873 09955  0,0178

Fonte: A autora.

Duas curvas binodais foram obtidas, entretanto uma delas (a esquerda/base) foi a
mesma para todos os nove sistemas (Tabela 3.5). Assim como para a curva superior, a
equagdo 2 foi a que levou ao maior coeficiente de correlagdo (0,9996), sendo a mais indicada

para descrever o comportamento da curva binodal.

Tabela 3.5: Valores dos Pardmetros da Equacdo 1, 2 e 3 do sistema Oleo Modelo (TAG +
AGL) (1) + Acetato de etila (2) + Agua (3)a25,35e45°C.

% AGL E f g h R? sd
Equacio 1
2,20e40 0,0770 6,0945  6885,9648 0,9463 0,0018
Equacao 2

2,20e40 0,0088 -0,0137 0,6981 -10,5731 0,9996 0,0003

Equacio 3
2,20e40 -4,6984 -3,2700 76,1710 -1100,8261 00,9736 0,0020
Fonte: A autora.

Pela Figura 3.3, observa-se no gréfico (A), (B) e (C) que o modelo 2 (equacdo 2) tem

maior aderéncia a linha de identidade. Além disso, concluiu-se que os modelos sdo
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tendenciosos e superestimam as concentracdes de Oleo nos extremos (baixas e altas
concentracdes). Ainda assim, verifica-se que os desvios do modelo 2, embora também

tendencioso, apresentam menos residuos, o que mostra maior aderéncia aos dados.

Figura 3.3: (A) Qualidade de ajuste, (B) Identidade e (C) Residuos dos modelos para 40%
AGL e 25 °C.

12 1.2
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A  llodelo 1 (equacdo 1) — |lodelo 1 B
1,0 Modelo 2 (equacéo 2) ~ 104 Modelo 2
e ||odel0 3 (equacdo 3) g m— |\0dgl0 3
o ]
2 081 o 08
g <
be) ° 06
= 064 °
T
8 6 044
O 04 E
o] d y
8 % /
i 0
02 00 4
0,0 T T T T T T T T T T T
00 02 04 06 08 1,0 0,0 0,2 04 08 08 1,0 1,2
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o
L]
© 004
Q —— |dentidade [ ]
T #  Modelo 1 *s C
= Modelo 2 L] L]
8 0‘02 7 # Modelo3 .' LA -
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o Al .. ‘.l L ...
L ]
% 0,00 P —
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0] L]
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Oleo modelo (Experimental)

Fonte: A autora.

A fim de avaliar se a temperatura e o teor de acidez influenciavam no comportamento
das curvas binodais avaliaram-se as inclinacdes das retas. Dessa forma fixou-se o teor de
acidez (Figura 3.4) e a temperatura (Figura 3.5). Em relac@o a influencia da temperatura no
comportamento da curva binodal, vé-se que para o teor de acidez igual a 2 %, ao aumentar a
temperatura, diminui-se a regido bifésica, ja para os teores de acidez de 20 e 40 % diferengas

expressivas no comportamento da curva binodal ndo foram observados na Figura 3.4.
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Figura 3.4: Influéncia do teor de temperatura no comportamento das curvas binodais (A) 2 %

AGL, (B) 20 % AGL e (C) 40 % AGL, em que w; € a fracdo massica do 6leo modelo e w; a

fracdo massica do acetato de etila.

1,2 12
A W 2% AGL25C B W 20%AGL 25°C
A 2% AGLIFC A 20%AGLAC
1,0 | @ 2%AGL4SC 1,0 1 -‘. @ 20%AGL45C
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0,4 1 04 4
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0,0 T . T . i 0,0 T T . T
0,0 02 04 06 0,8 0,0 02 04 06 0,8
w2
12
W 40%AGL 25°C
C A 40%AGL 35°C
1,0 4 @ 40%AGL 45°C
0,8 4
3 061
04
0,2
0,0 T . T .
0,0 02 04 06 08
w2

Fonte: A autora.

Em relacdo ao teor de acidez, percebe-se que ao aumentar o teor de acidez, aumenta-se

a regido monofdsica, o que nao € vantajoso, pois indica que um maior teor de dgua estardq

retido na fase extrato (rica em acetato de etila). E importante dizer que esse mesmo

comportamento pode ser observado nas trés temperaturas estudadas (25, 35 e 45 °C) (Figura

3.5).
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Figura 3.5: Influéncia do teor de acidez no comportamento das curvas binodais (A) 25 °C,
(B) 35 °C e (C) 45 °C, em que w; € a fracdo madssica do 6leo modelo e w; a fracdo méssica do

acetato de etila.
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A B 2%AGL25C B B 2%AGL35C
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| |
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w2 w2
12 T
C B 2% AGL 45°C
10 4 A 20%AGL45°C
' @ 20%AGL45C
08 4
T 06
04 "
02
00 T . T .
0,0 02 04 08 0,8
w2

Fonte: A autora.

Além disso, foi obtido o grafico da comparacao da resposta (Figura 3.6) dos modelos
através do teste de identidade que permitiu concluir que a anélise de identidade (Apéndice D)
mostrou que os modelos diferem quanto a predi¢do da fracdo madssica do 6leo para as
diferentes temperaturas e teores de acido graxo livre, mas a Figura 3.6 mostra que a
temperatura e acidez ndo afetam significativamente o equilibrio de fases somente quando se
tem uma maior fracdo mdssica de 6leo modelo ou uma menor fragdo mdssica de acetato de

etila.
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Figura 3.6: Comparacdao das respostas considerando os trés teores de AGL e as trés

temperaturas estudadas, em que w; € a fracdo méssica do 6leo modelo e w; € a fragcdo massica

do acetato de etila.

3.4 Linhas de amarracao

w

03
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w2 vs wi (40%AGL, 25°C)
w2 vs wi (2%AGL, 35°C)

w2 vs wi (20%AGL, 35°C)
w2 vs wi (40%AGL, 35°C)
w2 vs wi (2%AGL, 45°C)
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w2 vs wi (40%AGL, 45°C)
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Fonte: A autora.

0,6 08

Nas Tabelas 3.6 a 3.8 sdo apresentadas as composicOes referentes aos sistemas

(misturas), fases topo (rica em 6leo e acetato de etila) e base (rica em dgua) que correspondem

a composicdo dos cinco pontos de misturas dos nove sistemas estudados. Além disso, sao

apresentados os valores referentes ao comprimento e inclinag¢do das linhas de amarragao.
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Tabela 3.6: Dados das linhas de amarragao para o sistema Oleo Modelo (TAG + AGL) (1) +

Acetato de etila (2) + Agua (3) com 2 % AGL a 25,35 e 45 °C.

Sistema Total Topo Base CLA ILA
w Oleo w ae w Oleo w ae w Oleo w ae
25°C
0,7876 0,0802 0,8950 0,0840 0,0130 0,0530 0,8825 28,4516
0,6360 0,1454 0,8160 0,1690 0,0082 0,0620 0,8148 7,5492
0,5137 0,1939 0,7350 0,2530 0,0080 0,0620 0,7517 3,8065
0,4135 0,2377 0,6530 0,3390 0,0053 0,0660 0,7028 2,3724
0,3060 0,2809 0,5410 0,4480 0,0046 0,0670 0,6579 1,4078
35°C
0,7709 0,0907 0,8670 0,0960 0,0140 0,0510 0,8542 18,9556
0,6855 0,1249 0,8140 0,1490 0,0076 0,0630 0,8109 9,3764
0,5975 0,1606 0,7740 0,1890 0,0047 0,0670 0,7789 6,3056
0,4973 0,1999 0,7070 0,2560 0,0040 0,0680 0,7277 3,7394
0,4018 0,2436 0,6210 0,3400 0,0034 0,0690 0,6745 2,2791
45°C
0,7533 0,0864 0,8890 0,0900 0,0120 0,0550 0,8777 25,0571
0,5823 0,1449 0,8210 0,1660 0,0120 0,0560 0,8164 7,3545
0,4527 0,1969 0,7300 0,2560 0,0092 0,0600 0,7469 3,6774
0,3551 0,2502 0,6290 0,3660 0,0071 0,0630 0,6918 2,0526
0,2523 0,2954 0,5120 0,4840 0,0061 0,0650 0,6569 1,2074

Fonte: A autora.

Tabela 3.7: Dados das linhas de amarracio para o sistema Oleo Modelo (TAG +

Acetato de etila (2) + Agua (3) com 20 % AGL a 25,35 e 45 °C.

AGL) (1) +

Sistema Total Topo Base CLA ILA
w oOleo w ae w oOleo w ae w oleo w ae
25°C
0,7876 0,0802 0,8940 0,0840 0,0130 0,0540 0,8815 29,3667
0,6386 0,1441 0,8110 0,1670 0,0083 0,0620 0,8096 7,6450
0,5137 0,1939 0,7340 0,2480 0,0047 0,0670 0,7515 4,0295
0,4088 0,2378 0,6490 0,3360 0,0016 0,0710 0,6995 2,4429
0,3060 0,2787 0,5380 0,4410 0,0012 0,0710 0,6520 1,4509
35°C
0,7658 0,1037 0,7930 0,1910 0,0095 0,0600 0,7944 5,9809
0,6337 0,1655 0,7320 0,2560 0,0068 0,0640 0,7502 3,7770
0,5407 0,2036 0,8660 0,1100 0,0140 0,0520 0,8540 14,6897
0,4504 0,2381 0,6650 0,3220 0,0062 0,0650 0,7072 2,5634
0,3600 0,2854 0,5660 0,4140 0,0059 0,0650 0,6599 1,6047
45°C
0,7144 0,1038 0,8640 0,1140 0,0100 0,0590 0,8558 15,5273



0,5579
0,4356
0,3452
0,2450

0,1820
0,2432
0,2883
0,3385

0,7550
0,6510
0,5540
0,4290

0,2230
0,3310
0,4240
0,5380

0,0085
0,0043
0,0037
0,0035

0,0610
0,0670
0,0680
0,0720

0,7639
0,6985
0,6554
0,6310

4,6079
2,4498
1,5459
0,9130
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Fonte: A autora.

Tabela 3.8: Dados das linhas de amarracio para o sistema Oleo Modelo (TAG +

Acetato de etila (2) + Agua (3) com 40 % AGL a 25,35 e 45 °C.

AGL) (1) +

Sistema Total Topo Base CLA ILA
w Oleo w ae w Oleo w ae w Oleo w ae
25°C
0,8167 0,0870 0,8900 0,0900 0,0140 0,0510 0,8769 22,4615
0,6334 0,1658 0,7900 0,1820 0,0058 0,0650 0,7928 6,7022
0,4820 0,2394 0,6680 0,3050 0,0036 0,0660 0,7061 2,7799
0,3499 0,2949 0,5460 0,4290 0,0006 0,0720 0,6519 1,5279
0,2474 0,3462 0,4140 0,5420 0,0006 0,0720 0,6260 0,8797
35°C
0,7754 0,0863 0,8830 0,0910 0,0120 0,0550 0,8717 24,1944
0,6630 0,1297 0,8300 0,1460 0,0066 0,0640 0,8275 10,0415
0,5506 0,1647 0,7750 0,2040 0,0036 0,0680 0,7833 5,6722
0,4527 0,2051 0,7010 0,2810 0,0032 0,0690 0,7293 3,2915
0,3696 0,2255 0,6420 0,3400 0,0017 0,0710 0,6945 2,3802
45°C
0,7533 0,0847 0,8840 0,0900 0,0120 0,0560 0,8727 25,6471
0,5823 0,1343 0,8080 0,1640 0,0100 0,0590 0,8049 7,6000
0,4527 0,1779 0,7200 0,2480 0,0086 0,0610 0,7356 3,8045
0,3551 0,2096 0,6350 0,3270 0,0076 0,0630 0,6806 2,3763
0,2523 0,2442 0,5120 0,4370 0,0069 0,0640 0,6279 1,3541

Fonte: A autora.

Pelos resultados apresentados pelas Tabelas 3.6 a 3.8, vé-se que, de forma geral, o

comprimento € a inclinagdo das linhas de amarracdo diminuem com a adi¢do de acetato de

etila, o que € coerente, uma vez que atua como um solvente entre 0 componente polar (4gua) e

apolar (lipidios). Além disso, indica a necessidade de um volume menor de acetato de etila no

processo de extracdo que deve ocorrer em VAarios estagios.

Na Tabela 3.9 sdo apresentados os parametros de ajuste e os coeficientes de correlacio

das equagdes obtidos por meio das correlagdes empiricas fornecidas por Othmer — Tobias

(equagdo 9) e Bancroft (equacao 10). Por meio dos coeficientes de correlagao, que foram altos

em ambos os modelos, em todos os sistemas estudados, observa-se que houve consisténcia

das linhas de amarracao experimentais.
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Tabela 3.9: Parimetros de ajuste obtidos por Othmer-Tobias (Equac¢do 9) e Bancroft
(Equacao 10) para o sistema Oleo Modelo (TAG + AGL) (1) + Acetato de etila (2) + Agua 3)
com 2, 20 e 40 % AGL a 25, 35 e 45 °C.

%AGL Kk, N k, R R/ R,

25°C

2 0,1338  4,8040  0,6733 1,6124 09578  0,9305

20 0,4589 23984 02708  0,9948 09384  0,8943

40 0,1970  4,0381  0,4401 1,3337  0,8919  0,8556
35°C

2 0,3656  2,8676 03042  0,9587  0,9259  0,9587

20 0,1701 4,1987  0,6027 1,4788 09330  0,9588

40 04215  2,6479  0,3536 1,3336 09651 09504
45°C

2 0,0653  6,0665  0,8064 1,7182 09122 09126

20 0,5213  2,1107  0,0856  0,1944 09205  0,8346

40 0,0266  7,9559  0,5836 1,5847 09971  0,9042

Fonte: A autora.

Os diagramas de equilibrio mostrados nas Figuras 3.7-3.9 permitem a determinacdo da
composicdo em trés diferentes condi¢des de temperatura para o sistema bifdsico onde é
possivel separar lipidios de microalgas, como TAG e AGL, por polaridade. A avaliacdo do
desempenho e eficiéncia da separagdo liquido-liquido € dada pelos coeficientes de

distribuicao de lipidios neutros e AGL, bem como seletividade de solvente (equacgdes 10-12).

Figura 3.7: Curvas binodais e linhas de amarragao para o sistema contendo teores de AGL de

(A)2,(B)20e(C)40 % a 25 °C em coordenadas triangulares.

20% AGL a 25°C 2% AGLa 25°C0 -
A Oleo Modelo °° »\ Oleo Modelo

/ ’,// ¢ \
10 g it
00 00

Agua 00 01 02 03 04 05 08 07 08 08 10 Acetatodectlahgua 00 01 02 03 04 05 08 07 08 08 10 Acetatodeefla
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40% AGLa 25°C00._,,
Oleo Modelo o '

Fonte: A autora.

Figura 3.8: Curvas binodais e linhas de amarragdo para o sistema contendo teores de AGL de
2 % (A), 20 % (B) e 40 % (C) a 35 °C em coordenadas triangulares.
2% AGL a 35°C B 20%AGL a 35°C

Gleo Modelo " 10 Oleo Modelo ™" g 1,0
01

0,0
a 00 01 02 03 04 05 06 07 08 08 10 Acetaode efia

00 Agu;
Agua 00 01 02 03 04 05 05 07 08 09 10 Acetao de etz

40% AGL a 35°C
C Gleo Modelo Vg 10

0,1

Agua 00 01 02 03 04 05 06 07 08 08 10 Acetatode efila

Fonte: A autora.
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Figura 3.9: Curvas binodais e linhas de amarragdo para o sistema contendo teores de AGL de

2 % (A), 20 % (B) e 40 % (C) a 45 °C em coordenadas triangulares.

2% AGL a 45°C o
A oA 0 20% AGL a 45°C
Oleo Modelo ™ g 10 B Oleo Madelo ™

01

0.0
| Agua 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 Acetao deetia
Agua 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 Acefatodeelia

40% AGL a 45°C
C Oleo Modelo ™ g 10
01

00
Agua 00 01 02 03 04 05 06 07 08 08 10 Acetatode etia

Fonte: A autora.

3.5 Determinacio dos coeficientes de particao e seletividade

Na Tabela 3.10 estdo apresentados os coeficientes de particdo tanto dos lipidios
neutros (LN) quanto dos 4cidos graxos livres (AGL), assim como a seletividade dos noves
sistemas estudados e para o 6leo bruto da microalga Scenedesmus obliquus. Além disso,
também ¢ apresentada a eficiéncia de extracdo (EE). Para a obtencdo de todos os valores
apresentados na Tabela 3.10 empregou-se o terceiro ponto de mistura de cada um dos nove

sistemas que estdo apresentados nas Tabelas 3.6, 3.7 e 3.8.
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Tabela 3.10: Valores dos coeficientes de particdo de lipidios neutros (Kipn), AGL (KagL),
seletividade (S) e eficiéncia de extragdo (EE) para os sistemas com teores de AGL de 2 %, 20

% e 40 % nas temperaturas 25 °C, 35 °C e 45 °C.

Temperatura K,gr, Kin S %EE g1, %EErN %EErtga

2%

25°C 7,47 2,34 3,19 88,19 70,08 84,94

35°C 5,35 1,93 2,77 84,25 65,84 80,45

45°C 3,85 2,09 1,84 79,39 67,62 76,9
20%

25°C 15,01 1,72 8,73 93,75 63,23 90,94

35°C 12,93 1,72 7,52 92,82 63,24 90,49

45°C 11,91 1,83 6,51 92,25 64,66 89,15
40%

25°C 30,2 1,42 21,2 96,8 58,76 95,15

35°C 33,18 1,16 28,59 97,07 53,79 89,15

45°C 27,99 1,06 26,5 96,55 51,52 94,18

Scenedesmus obliquus (41,57 % AGL)

25°C 16,91 1,32 12,8 94,42 56,93 63,2

35°C 12,74 0,92 13,91 92,72 47,81 52,61

45°C 16,11 0,94 17,09 94,15 48,51 53,92

Fonte: A autora.

Devido aos valores para o Kagr terem sido maiores que 1 (Tabela 3.10), pode-se
afirmar que os 4cidos graxos livres migraram para a fase superior/extrato (rica em acetato de
etila). O mesmo foi encontrado por Shiozawa et al (2020) que obtiveram dados experimentais
de equilibrio liquido-liquido e realizaram a modelagem termodindmica (NRTL) de sistemas
compostos de 6leo refinado (soja, carog¢o de algoddo e farelo de arroz) + mistura comercial de
acilglicerdis parciais (MAG e DAG) + acidos graxos livres (AGL) + ésteres etilicos de acidos
graxos (EEAG) + etanol nas temperaturas de 303,2 e 318,2 K, uma vez que, em relacdo aos
valores de coeficiente de particio encontrados para o 4cido graxo livre, verificou-se que
houve uma preferéncia do AGL em migrar para a fase rica em acetato de etila.

Além disso, pode-se observar que para teores maiores de acidez, valores maiores para
os coeficientes de particdo foram obtidos. Isso indica, segundo Gongalves e Meirelles (2004),
a necessidade de uma menor quantidade de solvente ou um nimero reduzido de estigios de
equilibrio possa ser usada para a extragao.

Os valores de seletividade apresentados na Tabela 3.10 indicam ainda que o uso do
acetato de etila como solvente favoreceu a concentracdo de AGL e de 6leo neutro na fase

extrato, o que pode ser confirmado pela inclinagcdo das linhas de amarracdo nos diagramas de
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equilibrio (3.6, 3.7 e 3.8). Porém, posto que a seletividade € calculada pela razdo entre os
coeficientes de distribui¢do do AGL e de lipidios neutros (equacao 10), observa-se que com o
aumento da acidez inicial do 6leo, menores quantidades de lipidios neutros estardo presentes
na fase extrato, de modo que os sistemas com baixo teor de AGL tendem a ter maiores
coeficientes de distribuicao de lipidios neutros (Kin) e, deste modo, menores valores de
seletividade. Essa constatacdo permite a separa¢do do 6leo de microalgas usando acetato de
etila em uma fracao rica em lipidios polares e outra (refinado) rica em lipidios apolares.

Huang et al. (2015) obtiveram dados de equilibrio liquido-liquido para sistemas
contendo 6leo de palma ou fragdes de 6leo de palma, dois dlcoois de cadeia curta (metanol e
etanol) e 4gua na faixa de temperatura de 293,15 a 333,15 K e a pressdo atmosférica. Foi
observado que a solubilidade entre O6leos e dlcoois, considerando todos os solventes
selecionados, apresenta comportamento proporcional ao da temperatura, ou seja, 0 aumento
da temperatura aumenta a solubilidade e, consequente, aumenta a miscibilidade. Para este
trabalho, é possivel perceber pela Tabela 3.10, que o aumento da temperatura leva a
diminui¢do do Kagr € seletividade. Ja em relacdo ao teor de acidez de 40 %, vé-se que os
valores obtidos para os coeficientes de parti¢do e seletividade sdo maiores do que para o 6leo
bruto da Scenedesmus obliquus, isso € justificado pela complexidade do 6leo de microalga
comparado ao Oleo modelo. A adi¢do da agua no solvente estendeu a regido bifdsica e
diminuiu a solubilidade entre 6leos e dlcoois, o que impacta o processo de rea¢do na produgdo
de biodiesel. Por outro lado, € relevante para o refino de 6leos comestiveis, pois a inclusao de
dgua nos solventes aumenta a seletividade do solvente e consequentemente reduz a perda de
6leo neutro na extracdo por solvente. Para a produ¢do de biodiesel por transesterificacdo, que
€ o método mais empregado, a quantidade 4gua no meio reacional poderd aumentar a
quantidade de dlcool (etanol ou metanol) necessario para a obtencao de biodiesel, isso devera
ser considerado ao trabalhar com o 6leo de biomassa microalgal imida para a sintese de
biodiesel (MACIAS-SANCHEZ et al., 2015).

Barcelos et al. (2018) construiram o diagrama de fases para o sistema Oleo da
microalga Desmodesmus communis com hexano e etanol para diferentes temperaturas (35, 40
e 45 °C) e teores de acidez (2, 20 e 40 %) e verificaram que os coeficientes de particdo para
os acidos graxos livres obtidos em distintas temperaturas foram proximos da unidade, os
coeficientes de distribui¢do do AGL foi entre 0,82 a 1,05 e o dos lipidios neutros 0,1 a 0,28, o
que permite seu enriquecimento em TAG por extragdes sucessivas. Os valores obtidos para

KacL podem ser explicados pelo fato de os AGL terem migrado para a fase extrato (rica em
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etanol) e os sistemas com elevado teor de AGL tendem a ter maiores coeficientes de
distribuicao de lipidios neutros (Kpx). A melhor condi¢do operacional para a extragdo de AGL

livres e lipidios neutros € a 40 % AGL e a 35 °C.

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste estudo, verificou-se que € possivel separar os
lipidios de 6leos com alto teor de acidez, como os 6leos de microalgas, por polaridade usando
o modelo de sistema terndrio, contendo 6leo modelo, acetato de etila e d4gua. Os dcidos graxos
livres presentes no 6leo modelo empregado migraram preferencialmente para a fase rica em
acetato de etila em todos os sistemas estudados com eficiéncia de extracdo do AGL € de até
97,07 %. Entretanto, vé-se que a eficiéncia da extracdo de LN foi mais baixa, indicando que
se extrai mais AGL. J4 em relacdo, a eficiéncia de extragdo total, para o 6leo bruto de
microalga os valores foram menores do que para o 6leo modelo, o que € justificado pela
complexidade do 6leo que dificulta o processo de extracao de lipidios.

Em relacdo as equacdes de ajustes, viu-se que todos os trés modelos ajustaram-se aos
dados experimentais, sendo o modelo 2 o que mais apresentou aderéncia aos dados. Além
disso, as linhas de amarragdo foram testadas quanto a sua confiabilidade segundo as equagdes
de Othmer-Tobias e Bancroft, indicando boa correlacido aos dados experimentais.

A temperatura e a acidez influenciam a curva binodal e, consequentemente, o
equilibrio das fases, uma vez que ao aumentar a concentracdo de acetato de etila, t€ém-se um
efeito mais evidente da temperatura e do teor de AGL. E o inverso ocorre ao aumentar a
concentracdo de 6leo modelo.

Entretanto o aumento da acidez inicial do 6leo causou um aumento dos coeficientes de
distribuicao de acido graxo livre e, consequentemente, aumento dos valores de seletividade.
Assim, o uso de acetato de etila € recomendado para o fracionamento de 6leos com alto teor

de 4cidos graxos livres, como 6leo de Scenedesmus obliquus.
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CAPITULO 4 - OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE OLEO DA BIOMASSA
UMIDA DA MICROALGA Scenedesmus obliqguus COM ACETATO DE ETILA
Isabela Nascimento Tavares Ferreiral, Rita de Cassia Superbi de Sousal, Marcio
Arédes Martins®
'Departamento da Quimica, “Departamento da Engenharia Agricola
Universidade Federal de Vicosa, Avenida PH Rolfs, s/n, Vigcosa, Minas Gerais, Brasil, 36570-
900

RESUMO
As microalgas sdao organismos unicelulares que possuem a capacidade de armazenar lipidios,
despertando interesse para a producao de biodiesel e alimentos a partir dessa fonte de matéria-
prima. Entretanto, o elevado teor de 4dcidos graxos livres presentes no 6leo bruto dificulta a
etapa de refino. Esse estudo objetivou otimizar a extracdo de lipidios homélogos ao de
microalgas dispersos em fase aquosa com teor de 1 % (v/v) com acetato de etila. Os
parametros utilizados na otimizacao foram o tempo de extracdo (1, 2 e 4 h), a razdo entre as
fases aquosa e solvente (1:2, 1:4 e 1:10 v/v) e nas temperaturas 25, 35 e 45°C. A partir das
condi¢des otimizadas (1 h de extracdo, razdo entre as fases aquosa e solvente 1:10 v/v e
temperatura de 25°C), foram realizados estudos de extragdo de O6leo da microalga
Scenedesmus obliquus dispersos em fase aquosa com acetato de etila e o rendimento foi
comparado com misturas de solventes de referéncia hexano: etanol (1:1 v/v) e cloroférmio:
metanol (1:2 v/v). Este conseguiu levar a um rendimento de extracdo de 100%, enquanto que
os outros solventes estudados levaram a rendimentos iguais, considerando as duas extracoes e
0 6leo modelo e o de microalga. A extragdo de lipidios também foi realizada a partir da
biomassa da microalga contendo (17,45 £+ 0,0025) %, de 6leo, em fase imida, rompida e ndo
rompida, com 10% de s6lidos em suspensdo aquosa. O desempenho da extracdo de 6leo da
microalga com acetato de etila foi comparado com misturas de solventes, em que cloroférmio:
metanol (2:1 v/v) resultou em maior rendimento ja no primeiro estigio, enquanto que o
acetato de etila e a mistura de hexano: etanol (1:1 v/v) resultaram nos mesmos rendimentos
acumulado em dois estdgios de extracdo. Uma andlise comparativa de um processo de
extracdo de dleo da biomassa em dois estdgios foi realizada para o acetato de etila e as
misturas de cloroférmio: metanol e hexano:etanol, considerando a recuperacdo dos solventes
com afinidade a fase aquosa (rafinado), como etanol e metanol. Por meio dos resultados dos

balancos de massa e energia, verificou-se o consumo de energia € fortemente dependente da
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recuperagdo dos solventes polares na fase aquosa, o que viabiliza o uso do acetato de etila,
que nao requer recuperacdo devido a sua baixa solubilidade em &4gua. Adicionalmente,
destaca-se que o uso do acetato de etila confere um caréter renovavel ao processo de extracao
e Oleo, visto que ndo se utiliza solventes toxicos e ndo renovaveis, como metanol, hexano e

cloroférmio.

1. INTRODUCAO

As microalgas vém sendo estudadas como matérias-primas para a producdo de
biocombustiveis, uma vez que hd o constante aumento do preco do petréleo, que é um recurso
finito, e a preocupacdo com 0s impactos ambientais provenientes das emissdes gasosas tém
motivado a busca de fontes renovdveis. Essa constatacdo € consequéncia de intimeras
vantagens quando comparadas com outras fontes de lipidios como: ndo competem com a
producdo de alimentos, utilizam 4reas de cultivo inadequadas a agricultura tradicional,
necessitam de uma pequena drea para serem produzidas e apresentam uma produtividade em
6leo superior a das plantas oleaginosas (SILVA; BACHOLSKY; JERONIMO, 2015). Além
disso, a taxa de conversdo (L/ha) em O6leo das diferentes matérias-primas em biodiesel é:
microalgas (91%); palma (3%); coco (1,5%); abacate (1,4%); pinhdo manso (1,2%); canola
(1%) (YIN et al., 2020). O que mostra que a microalga, quando comparada as outras
matérias-primas, produz muito mais 6leo.

Apesar de todas as vantagens das microalgas, a extracdo de 6leo é uma etapa do
processo de obtenc@o de biodiesel que é complexa e ainda muito estudada. Apds o cultivo e
subsequente colheita, as microalgas podem conter elevado teor de dgua (70 % em massa ou
mais) sendo, portanto, dificil para solventes orginicos apolares, como o hexano, penetrar na
barreira da dgua para extrair lipidios intracelulares. Para superar esse problema, o processo de
extracdo de lipidios € realizado em duas etapas: pré-tratamento celular e recuperacdo de
lipidios, usualmente com solventes organicos. Vale ressaltar que, embora o processo de
secagem acarrete em um alto rendimento de extracdo, consome mais energia e resulta em um
balanco energético deficiente (KWAK et al., 2019). Chew et al. (2017), Moreno-Garcia et al.
(2017), e Roux, Lamotte e Achard (2017) sugerem a utilizagdo da biomassa imida para
extracdo de lipidios e demais compostos da microalga que possuem alto valor agregado e que

podem ser sensiveis a elevacdo da temperatura. Ao extrair compostos dispersos ou
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solubilizados em fase aquosa, o solvente escolhido deve formar fase e conseguir se solubilizar
parcialmente na fase aquosa para extrair os lipidios solvatados.

Um dos métodos empregados para a extragdo de lipidios da biomassa umida € a
extracdo liquido-liquido, que se refere a uma operacio unitdria de separacdo de componentes
que apresentam diferenca de solubilidade nas duas fases imisciveis ou parcialmente misciveis
que compdem o sistema. A separacdo ocorre devido ao contato com um solvente insolivel
que ird dissolver, de forma preferencial, um ou mais componentes da mistura e depende da
diferenca da distribui¢do dos componentes entre as fases. Dessa forma, se faz necessario um
estudo de selecdo dos solventes a serem empregados para uma extracdo mais efetiva. Uma
fase serd representada pela solucdo de alimentacdo, enquanto a outra serd pelo solvente de
extracdo a ser empregado. A transferéncia de massa do soluto ocorre da solugdo de
alimentagdo para a fase solvente (FRANK et al., 2008).

Alam et al. (2019) realizaram a extracdo de lipidios da microalga Chlorella vulgaris
por meio do método TPP (particionamento trifdsico) que apresentava duas etapas: incubagio e
extragdo. Cada teste continha 50% de suspensdo, e o restante do volume compreendia aos
solventes: etanol (E), acetato de etila (AE), AE:E nas razdes 0,5, 1, 1,75 ¢ 3 (v/v) e
AE:E+DKP (4cido 2,5-piperazinadiona-1,4-diacético) nas razdes de 2,5, 1,5, 1, 0,7 e 0,4
(v/v). O tempo de incubacao foi de 2 h e o de extracao variou de 30 min a 240 min. O sistema
TPP foi mantido em diferentes temperaturas (30, 40, 50 e 60 °C). No sistema que empregava
apenas o acetato de etila como solvente o rendimento de lipidios foi de 13,38%, sendo o
maior rendimento (93,45%) apresentado pela mistura de solvente AE:E (1:1 v/v).

O acetato de etila pode criar a fase bindria com dgua e ajuda a minimizar a inibi¢ao da
dgua durante a reacdo e € altamente seletivo para lipidios neutros (TRIVEDI; ATRAY;
AGRAWAL, 2020). Entretanto, segundo Balasubramanian, Yen Doan e Obbard (2013), o
acetato de etila ndo é recomendado como solvente para extracdo de lipidios, uma vez que
absorve umidade rapidamente e é potencialmente explosivo. Lu, Wang e Yuan (2015)
extrairam lipidios neutros da microalga Chlorella sp empregando os seguintes solventes:
tolueno, cloroférmio, acetato de etila, acetona , etanol e n-hexano. Destes o acetato de etila
levou a uma excelente seletividade na extracio de lipidios neutros, sendo essa
significativamente maior do que a de cloroférmio. O hexano extraiu o menor teor de lipidios
entre os seis solventes. Em outro estudo do mesmo autor, Lu et al. (2016) conseguiram com a
mistura de solventes acetato de etila e etanol (1: 1 v/v) extrairam 4,75% de lipidio, o que

corresponde a um rendimento de aproximadamente 65%. Trivedi, Atray e Agrawal (2020)
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estuaram a extracdo lipidios de Scenedesmus obliquus CCAP 276 / 3A com alta carga de
solidos de 15% (m/v) em dois estdgios usando solventes imisciveis em dgua: acetato de etila e
cloroférmio, dessa forma obtiveram uma eficiéncia de extracao de 33 + 1,09%.

A anélise de viabilidade de extracdo de lipidios de microalgas depende de indmeros
fatores, como tempo de extracdo, volumes relativos das fases e consumo de energia utilizando
ndo somente na extra¢do, mas, sobretudo na recuperacdo dos solventes e concentracdo do
produto de interesse, ou seja, os lipidios. Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo
minimizar o ndmero de estigios de extracdo, o volume relativo entre solvente e suspensdao
aquosa de biomassa, e a demanda por energia na concentracao dos lipidios e na recuperagao

dos solventes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os materiais utilizados neste estudo sdo apresentados nessa secdo. Acetato de etila
(CAS numero 141-78-6) da marca Quimica Moderna. Agua deionizada. Cloroférmio (CAS
numero 67-66-3) da marca Vetec com pureza de 99,8%. Hexano (CAS numero 110-54-3) da
marca Quimica Moderna. Alcool etilico (CAS 64-17-5) da marca Qhemis. Metanol (CAS
nimero 67-56-1) da marca Dinamica. Oleo comercial de palma da marca Cepera, 6leo
comercial de Chia da marca Giroil e 6leo comercial de Coco da marca Natural Life. A
linhagem da microalga Scenedesmus obliquus BR0OO3 utilizada pertence a colecdo de cultura
de microalga e cianobactéria da Universidade Federal de Vicosa, mantida no Laboratério de

Biocombustiveis do Departamento de Engenharia Agricola.

2.2 Selecao de solventes

Realizaram-se dois ensaios preliminares a fim de verificar se era possivel a extracao
de lipidios das microalgas apenas com acetato de etila e qual o melhor método para romper as
células e permitir a interacdo com o solvente. Destaca-se que o ensaio proposto ndo objetiva
uma nova técnica de quantificacio de lipidios, como os métodos de Folch et al. (1957), Bligh
e Dyer (1959) e J:Schmid-Bondzynski-Ratzlaff (INTERNATIONAL DAIRY
FEDERATION, 1986). No primeiro ensaio, 1 g de biomassa foi pesado em balanga analitica
de precisao 0,01 mg (AUW220D, Shimadzu, Japao). A essa massa foi adicionado 4 mL de
solucdo de H,SO4 a 2% (v/v) em tubos plasticos de 50 mL. As amostras foram dispostas em

autoclave (Autoclave Vertical CS) por 15 min a 121°C para o rompimento quimico (4cido).
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Ap6s o resfriamento, a mistura foi neutralizada até pH 6 com solucdo de NaOH 50% (m/m).
Ja no segundo ensaio de rompimento, pesou-se 1 g de biomassa macerada em graal e pistilo
por 5 minutos em tubos de 50 mL e adicionou-se 4 mL de dgua deionizada.

Posteriormente, foram adicionados diferentes volumes de solventes (acetato de etila e
hexano) conforme a Tabela 4.1. Os tubos contendo as amostras rompidas com H,SO4 foram
submetidos a agitacdo pelo sistema de tamboramento rotativo a 550 rpm durante 6 horas,
enquanto as amostras submetidas a0 rompimento mecanico foram agitadas por 12 horas. Apds
a extracdo, as amostras foram centrifugadas (Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific,
Estados Unidos) a 7500 x g por 10 min. O sobrenadante (fase apolar) foi transferido para
frascos tipo Erlenmeyer de 50 mL, previamente secos e de massas conhecidas. Os solventes
foram submetidos a evapora¢do e os frascos foram dispostos em estufa (MAO35, Marconi,
Brasil) a 65 °C por 15 horas e novamente pesados. Os ensaios foram realizados em 3

repeticoes.

Tabela 4.1: Valores de hexano e acetato de etila empregados nos ensaios preliminares.

Ensaio Hexano (ml) Acetato de etila (ml)
A 10 10
B 0 20
C 20 0
D 5 5
E 2,5 2,5

Fonte: A autora.

2.3 Preparo do 6leo para estudo

Como o 6leo bruto de microalga apresenta composicdo complexa e escura empregou-
se uma mistura de 6leos comerciais tendo como base a composi¢ao de dcido graxo do 6leo da
microalga Scenedesmus obliquus. A mistura de 6leos usada como matéria-prima no estudo
continha 6leos de palma (65% m/m), chia (20% m/m) e coco (15% m/m). Como os 6leos
comerciais apresentam baixo teor de acidez (menos de 3%) e o da microalga em torno de
40%, adicionou-se dcido graxo produzido conforme Barcelos et al (2018) ao 6leo modelo a
fim de o mesmo apresentar um teor de acidez préximo a 40% e determinou-se a acidez
titulavel segundo metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Para mostrar a complexidade do 6leo de microalga frente aos 6leos comerciais € ao
acido graxo livre realizou-se a cromatografia em camada delgada conforme metodologia

adaptada de Yao et al., 2015.
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2.4 Determinacao do tempo de extracio

Aos tubos tipo Eppendorf’s, previamente secos em estufa e pesados, adicionou-se 100
pL de 6leo modelo e 900 uLL de dgua, agitou-se em voértex e adicionou-se 250 uL de acetato
de etila e, novamente, realizou-se a agitacdo em vortex. Os tubos foram dispostos em
tamboramento rotativo por 1, 2 e 4 h. Ap6s esses tempos, centrifugou-se a 5000 x g por 2 min
e realizou-se a separagcdo das fases com a extracdo da fase aquosa (inferior) com pipeta de
vidro Pasteur. Apds essa etapa, os eppendorf’s com as fases acetato (superior) e aquosa foram
para secagem na estufa a 105°C. Apds a evaporagdo completa de dgua e acetato de etila os
tubos foram pesados para a quantificacdo da massa de 6leo final e determinagdo do tempo de

tamboramento mais indicada.

2.5 Teste de carga

Trés cargas diferentes de acetato de etila foram testadas em trés estadgios de extracdo e
em trés temperaturas diferentes: 25, 35 e 45°C. As cargas testadas foram definidas pela razao
entre volume de solvente e suspensdo aquosa de 6leo modelo a 1% (v/v), nas propor¢des de
1:10, 1:4 e 1:2 (Figura 4.1). E importante destacar, que foi empregado 1% de éleo, uma vez
que na extra¢do de 6leo de biomassa imida, emprega-se uma suspensao com 10% de s6lidos
que proporciona 1% de 6leo. As cargas utilizadas foram formuladas contendo:

e 1:2-5mL de acetato de etila: 10 mL de suspensdo aquosa;
e 1:4-25mL de acetato de acetato de etila: 10 mL de suspensdo aquosa; e,

e 1:10 - 1 mL de acetato de etila: 10 mL de suspensdo aquosa.
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Figura 4.1: Separagao de fases do sistema contendo acetato de etila e suspensdo aquosa com
1% (m/m) de 6leo modelo a 40% AGL nas propor¢des em volume de (A) 1:2; (B) 1:4; (C)
1:10.

=

Fonte: A autora.

As misturas nas cargas pré-estabelecidas foram adicionadas a tubos pldsticos de 15 mL
e dispostas a extracdo por tamboramento durante 1 h, uma vez que esse tempo foi adequado
conforme experimento realizado apresentado no item 2.4. Apds esse tempo, o tubo foi
disposto em centrifuga a 5000 x g por 5 minutos, para que as fases pudessem ser separadas.
Apés a separagdo das fases, a fase aquosa foi coletada com pipeta de Pasteur de vidro e
disposta em um novo tubo. A fase superior que ficou no tubo foi submetida a evaporagdao
sendo quantificada a massas de 6leo, representando assim o primeiro estdgio de extragao.

Ao tubo contendo a fase aquosa, adicionou-se a mesma quantidade acetato de etila
puro que foi utilizada na extracdo anterior, sendo submetida as mesmas etapas utilizadas da
extracdo anterior. Esse procedimento foi repetido até que ndo houvesse mais 6leo na fase
aquosa para ser extraido, sendo trés extracdes realizadas no total. As massas de 6leo de topo
foram quantificadas diretamente para cada estidgio de extragdo, e por balanco de massa, a

massa de 6leo ndo recuperada foi calculada.

2.6 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como
a média dos valores + desvio padrdo. As médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de

significancia.
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2.7 Ensaio de validacao

Ap6s obtencdo da condicdo 6tima (carga e ndmero de estigios que levem ao maior
rendimento com menor quantidade de solvente) que corresponde a carga 1:10 v/v e 2 estagios
de extracdo, foi realizado um estudo comparativo de extra¢do do 6leo modelo com o 6leo de
alga, usando duas misturas de solvente de referéncia (etanol: hexano na proporg¢ao de 1:1 v/v
e metanol: cloroférmio a 2:1 v/v), na temperatura de 25 °C. Foram realizadas extracdes do
6leo modelo a 40% AGL (Figura 4.2) e do 6leo da microalga Scenedesmus obliquus (Figura
4.3) com acetato de etila, e as misturas de solvente de referéncia. Como respostas desse
experimento, foi obtido o rendimento de extracido, Kin € 0 KagL € seletividade do solvente.

Esse ensaio foi realizado seguindo a metodologia proposta no tépico 2.5.

Figura 4.2: Separacdo de fases na extracdo do 6leo modelo a 40% AGL com carga de
solvente: suspensdo aquosa a 1% de dleo (m/m) de 1:10 (v/v) com (A) acetato de etila (B)

hexano: etanol (1:1 v/v) e (C) cloroférmio: metanol (1:2 v/v).

A B C

-

Fonte: A autora.



73

Figura 4.3: Separacdo de fases na extracdo do 6leo da microalga Scnedesmus obliquus
BRO0O03 com carga de solvente: suspensao aquosa a 1% de 6leo (m/m) de 1:10 (v/v) com (A)

acetato de etila (B) hexano: etanol (1:1 v/v) e (C) cloroférmio: metanol (1:2 v/v).

A B | C
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Fonte: A autora.

Os coeficientes de particao dos lipidios neutros (Kyy) € do AGL (Kpg1.), assim como a
seletividade do solvente (S) tanto para o 6leo modelo estudado como para o 6leo bruto da
Scenedesmus obliquus, foram calculados a partir das fragdes massicas de lipidios neutros e

AGL nas fases extrato e rafinado, utilizando-se as equagdes 1, 2 e 3.

t

Kacr = xgzi (1)
WEN

KLN = W_EN (2)
KaGL

S=—=—= 3

Ken 3)

t b ~ ~ 2 . . t
em que W agL € W acL Sa0 a fracdo mdssica do AGL no topo e base, respectivamente, wLn €

w’Ly a fracio méssica do LN no topo e base, respectivamente.

2.8 Ensaio com biomassa umida

Realizou-se também um estudo de extracdo de lipidios com biomassa da microalga
Scenedesmus obliquus, rompida (método mecénico) e ndo rompida, dispersa em agua (10% de
sOlidos em dgua), perfazendo 10 mL de suspensdo, sendo adicionado 1 mL de acetato de etila.
A partir desse teor de s6lidos, obtém-se um teor de 6leo disperso em dgua proximo a 1% em

massa. Dessa forma, as diferencas entre os parametros de desempenho da extra¢do indicam os
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efeitos adversos dos outros contetidos celulares na separacao de fases e particionamento dos
lipidios neutros nas fases extrato e rafinado. Tubos plésticos de 15 mL contendo a suspensao
de biomassa e solvente foram submetidos a extracao por tamboramento por 1 h a 25 °C. Apds
esse tempo os tubos foram centrifugados a 10000 g por 5 min, realizou-se a extracdo de
lipidios e evaporacdo do solvente. Repetiu-se esse procedimento adicionando-se mais 1 mL
de acetato de etila e até que o maximo de lipidios fosse extraido. Para esse experimento,
também foi empregado os solventes hexano: etanol (1/1 v/v), cloroférmio: metanol (1:2 v/v) a
fim de comparar os rendimentos obtidos em cada estdgio de extracdo, a demanda energética
de remocao e perda de solventes.

A carga de solvente especifica (CSI), energia intensiva (EI) sem recuperacdo de
metanol, etanol e acetato de etila e a energia intensiva (EI) com recuperagdo de acetato de

etila, metanol e etanol foram calculadas utilizando-se as equagdes 4, 5 e 6, respectivamente.

ms
cst=-2 4)
EI (sem recuperacao) = ETE (5)

~ EESR+E
EI (com recuperagdo) = —5—X (6)

n
em que m; € m, sdo as massas de solvente e 6leo (kg), respectivamente, Er e Egr sdo energia de
evaporagdo e energia de recuperacdo (MJ), respectivamente, e 11 ¢ o rendimento da extragao.

EEgr € a energia intensiva (sem recuperagao).

Para o célculo da energia intensiva (sem recupera¢do), levou-se em consideragdo a
energia necessdria para evaporar e/ou aquecer os compostos que sairam do evaporador,
enquanto que para energia intensiva (com recuperacdo), levou-se em conta a energia
necessdria para evaporar e/ou aquecer os compostos que ficaram na fase rafinado, apds

passarem pelo segundo extrator.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Selecao de técnicas de rompimento celular para a extracio de lipidios

Pelos resultados apresentados na Tabela 4.2, pode-se perceber que para as condi¢des
na qual s6 se tinha apenas um solvente, a diferenca no tempo de extragdo e do pré-tratamento
ndo levaram a uma diferenga estatisticamente significativa. Além disso, observou-se que o
maior teor de lipidios totais extraidos foi obtido no Ensaio B, onde foi utilizado apenas o

acetato de etila como solvente.

Tabela 4.2: Teor de lipidios encontrados nos ensaios de selecdo de solventes e tipo de
rompimento (RA — dcido, RM - Mecanico). Letras iguais para uma mesma linha nao diferem

estatisticamente pelo teste Tukey a um nivel 5 % de significancia.

Ensaio Teor de lipidios (% m/m) Rendimento (%)
Bligh-Dyer J:Schmid-Bondzynski-
Ratzlaff
RA RM RA RM RA RM
A 5,35 +£0,001° 3,26+0,004° 52,76 32,15 31,40 19,13
B 6,67 +0,001* 6,46 +0,008" 65,78 63,71 39,14 39,91
C 1,54 +0,002* 1,75 £ 0,001* 15,19 17,26 9,04 10,27
D 3,81 +0,002* 1,80+ 0,002 37,57 17,75 22,36 10,56
E 2,32 +£0,07° 1,74 £0,002° 22,89 17,16 13,62 10,21

Fonte: A autora.

Por meio dos resultados apresentados na Tabela 4.2, selecionou-se o acetato de etila
como unico solvente de extracdo, pois sua utilizagdo resultou em maior teor de lipidios
extraido e permite extrair o composto alvo com menor custo. A utilizagdo de apenas um
solvente em conjunto com o método de rompimento mecanico permitiu extrair lipidios com
mesmo rendimento (ensaio B) quando comparado com o rompimento 4cido, e com a
vantagem de ser mais preservativo aos demais metabdlitos contidos na biomassa.

E importante destacar que a selecdo do solvente apropriado para a extragdo de lipidios
€ uma etapa complexa devido ao tipo de lipidio, a composi¢do da fracdo polar e apolar de
lipidios nas células de microalgas, a polaridade do solvente organico, a estrutura complexa da

parede celular da microalga e permeabilidade do solvente na membrana das células da
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microalga para liberar os lipidios. A extracdo por solvente organico é amplamente utilizada
devido ao baixo custo e ao método de operacao que é simples (WU et al., 2017).

Além disso, a fim de aumentar a extracdo / recuperacao de lipidios deve-se aumentar a
polaridade do solvente, para tal, realiza-se a mistura de solventes polares e ndo polares. Isso
se deve a capacidade dos solventes polares de liberar os lipidios de seus complexos de
proteina-lipidio, o que facilita sua dissolu¢do no solvente apolar. Ao extrair / recuperar de
lipidios de biomassa timida esse efeito serd ainda maior, pois o solvente polar penetra camada
de 4gua e tornar os lipidios disponiveis para solvatacdo apolar. Por isso, normalmente, se
empregam mistura de solventes para extragdo de lipidios de microalga e, com isso empregou-
se a mistura acetato de etila e hexano, a fim de saber se apenas o acetato de etila seria
eficiente para extracdo de lipidios ou se precisaria do hexano (GHASEMI NAGHDI et al.,
2016).

Com o exposto, o acetato de etila foi escolhido como solvente, ja que levou ao maior
teor de lipidios extraidos e tem algumas vantagens em relagdo aos outros solventes, como:
baixa temperatura de ebuli¢do (77,1 °C), que requer menos energia em sua recuperacao por
evaporacdo; baixo custo de obtencdo e renovavel, j4 que € sintetizado a partir do etanol e
apresenta similaridade com o composto alvo. Além disso, em relagdo ao cloroférmio que é
um organoclorado toxico, o acetato pode atuar como um reagente proprio para a
transesterificacao com lipidios, j4 que € miscivel com estes e facilita a transferéncia de massa
de lipidios para etanol que é gerado como um dos produtos de hidrdlise de acetato de etila sob
condic¢des acidas (PARK et al., 2017).

A diferenca encontrada nos teores de lipidios nos ensaios de extragdo pode ser
justificada pelo tempo de extracdo no sistema, que utilizou uma agitacdo branda visando
evitar a formacao de emulsdes. Nassef et al. (2019) empregaram uma amostra de 500 mL de
Scenesdemus quadricauda na extracao de lipidios, variando a poténcia do micro-ondas de 180
a 600 W, o tempo de pré-tratamento de 2 a 8 min e o tempo de extragdo de 3 a 4 h. Como
ponto 6timo usando a modelagem difusa PSO (Otimizacdo de Exame de Particula) 62,97 %
de lipidios extraidos ao usarem uma poténcia igual a 672,51 W, 10 minutos de aquecimento e
4,18 h de extragdo. Logo, verifica-se que as condi¢des utilizadas condicdes de extragdo mais
agressivas sao necessdarias para obter-se um maior rendimento.

Na Tabela 4.2, é apresentado o rendimento da extracdo em relagdo aos valores obtidos
na caracterizacdo por Bligh e Dyer (1959) e J:Schmid-Bondzynski-Ratzlaff
(INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1986). A partir desses valores, é possivel
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verificar que os rendimentos foram baixos indicando que ndo foi possivel extrair os lipidios
em sua integralidade. Isso pode ser explicado pelo fato de nos cinco ensaios sé foi realizada
uma Unica extracdo, enquanto que nos métodos de caracterizagdo por Bligh e Dyer (1959) e
J:Schmid-Bondzynski-Ratzlaff (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1986) foram
realizadas 5 extragdes sucessivas e com elevada carga de solventes em relacdo a quantidade

de amostra.

3.2 Teste de carga e avaliacio do tempo de extracao

Pelos resultados da Tabela 4.3 e pelo teste de compara¢do de médias a um nivel de
confianca de 95%, pode-se concluir que o tempo de extracdo com agitacdo no sistema de
tamboramento ndo € estatisticamente significativo. Dessa forma, procedeu-se o experimento

de teste de carga empregando o tempo de 1 h.

Tabela 4.3: Massa de O6leo modelo extraida em diferentes tempos de agitacio em
tamboramento rotativo. Letras iguais em uma mesma coluna nio diferem estatisticamente

pelo teste Tukey a um nivel 5 % de significancia.

Tempo de extracio Massa de 6leo extraida

1 hora 0,085 + 0,008
2 horas 0,086 + 0,007*
4 horas 0,083 + 0,003?

Fonte: A autora.

ApO6s serem retirados os tubos contento a mistura terndria do sistema de agitacdo por
tamboramento, a separag@o das fases ocorre de forma instantanea. Dessa forma, a fase extrato
(superior) € rica em 6leo e acetato de etila e a fase rafinado (inferior) contém 4dgua em maior

proporc¢ao.

3.3 Teste de carga

Com base nos resultados apresentados na Figura 4.5, é possivel verificar que dois
estagios de extracdo sdo suficientes para a extracao do 6leo, pois a massa de dleo no terceiro
estdgio € muito pequena. Especificamente para a carga 1:2 (v/v), a massa de 6leo no terceiro

estagio de extracdo ndo pode ser quantificada. Ainda por meio da Figura 4.5, verifica-se que
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as quantidades de massa utilizadas nesse experimento sdo adequadas, pois permitiram a

quantificagdo das massas de 6leo extraidas acima da precisdo da balanga utilizada (0,01 mg).

Figura 4.4: Resultados obtidos pelo teste de carca com acetato de etila e suspensdo aquosa de
1% de 6leo nas proporcdes de 1:2, 1:4 e 1:10 (v/v) nas temperaturas de (A) 25, (B) 35 e (C)
45°C.
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Fonte: A autora.

Na Tabela 4.4 € apresentado o rendimento acumulado para cada uma das trés cargas
estudadas nas trés temperaturas. E possivel constatar que dois estdgios de extragdo permitem
extrair mais de 91 % da massa de 6leo inicial. Dessa forma, procedeu-se com os experimentos

posteriores realizando apenas dois estagios de extragao.
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Tabela 4.4: Rendimento de extracdo acumulado em fungdo de deferentes cargas de acetato de

etila e suspensao aquosa de 1% de dleo e temperaturas.

Carga Rendimento Acumulado (%)
(V) 1° Estagio  2° Estagio 3° Estagio
25°C
1:2 92,5 +1,70 100 + 1,70
1:4 91,0 £0,30 96,0 = 0,40 100,0 £0,70
1:10 96,1 £ 0,40 99,7 £ 0,40 100,0 £ 0,00
35°C
1:2 98,3 £0,30 100 = 0,30
1:4 87,5+ 1,00 91,2 £ 0,40 99,9 + 0,90
1:10 79,3 £2,90 98,8 £2,8 100 % 0,000
45°C
1:2 86,3 £ 0,60 100 =0, 60
1:4 86,0+ 0,70 96,3 + 1,20 99,9 + 0,50
1:10 79,9 + 1,40 99,5 + 1,40 100 £0,10

Fonte: A autora.

3.4 Ensaio de validacao

Para a realizac@o do ensaio de validacdo, foram consideradas as condi¢des verificadas
no teste de carga apresentado na secao anterior. Com isso, o tempo de agitagdo no sistema de
extragdo com agitacdo por tamboramento foi de 1 h e a carga empregada foi de 1:10 (v/v) com
suspensdo de 1% (m/m) de 6leo em 4gua na temperatura de 25°C. Além disso, foi comparado
o desempenho da extracdo entre o 6leo modelo e o 6leo da microalga Scenedesmus obliquus,
assim como o efeito do tipo de solvente: acetato de etila e as misturas de solventes
cloroférmio: metanol (1:2 v/v) e hexano: etanol (1:1 v/v).

Pelos resultados apresentados na Figura 4.6 € possivel verificar que a mistura de
cloroférmio e metanol é capaz de extrair todo 6leo ja no primeiro estdgio de extracdo (6leo
modelo e da microalga em estudo). Para o 6leo modelo, o acetato de etila e as misturas
cloroférmio: metanol (1:2 v/v) e o hexano: etanol (1:1 v/v) extrairam quantidades de massa
estatisticamente iguais, no primeiro estagio, enquanto no segundo estigio a massa extraida
pelo acetato de etila foi maior, embora as massas acumuladas extraidas pelos trés solventes
foram iguais. Ja para o 6leo da microalga Scenedesmus obliquus, a mistura cloroférmio:
metanol (1:2 v/v) se mostrou o mais eficiente, enquanto o acetato de etila e a mistura hexano:
etanol (1:1 v/v) resultaram em mesma massa acumulada (estatisticamente iguais) para dois

estagios de extracdo.
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Figura 4.5: Efeito dos solventes e nimero de estidgios do desempenho da extragdo do (A)

6leo modelo e (B) 6leo de Scendesmus obliquus dispersos em dgua a 1% (m/m).
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Fonte: A autora.

Pela Tabela 4.5, € possivel observar pelos valores de rendimento acumulado que sé no
primeiro estdgio € possivel extrair mais de 96 % da massa inicial de 6leo e no segundo estagio
se extrai mais de 99 % da massa inicial. Entretanto, para o 6leo da microalga Scenedesmus
obliquus, € possivel extrair pelo menos 73,6 % e 85,2 % com uma e duas extracoes,
respectivamente. Embora a mistura de solventes cloroférmio: metanol apresenta maior
eficiéncia de extracdo, é importante destacar que os solventes sdo toxicos e sdo obtidos de
fontes ndo renovdveis. Entretanto, o uso do acetato de etila permitiu extrair o dleo de
microalgas disperso em dgua com a mesma eficiéncia da mistura etanol:hexano. Esse
resultado implica em uma possibilidade de substitui¢io ndo s6 de um solvente proveniente de
fontes ndo renovdveis (hexano), mas ainda um solvente (etanol) que, embora renovével, se

particiona preferencialmente na fase rafinado (rica em agua), o que implica em maiores custos

para sua reutilizacao.

Tabela 4.5: Rendimento de extracdo acumulado em func¢do dos solventes e nimero de

estagios e suspensao aquosa de 1% de 6leo modelo e de 6leo de Scendesmus obliquus.

Rendimento Acumulado (%)

Solvente Oleo modelo Oleo de S. obliquus
1° Estagio 2° Estagio  1° Estagio  2° Estagio
Acetato de etila 96,4 + 0,40 99,7+0,40 74,0+1,05 96,0+2,10
Cloroférmio: metanol 100 + 0,00 100 + 0,00 100 £ 0,00 100 £+ 0,00
Hexano: etanol 97,5+ 1,20 99,6 +0,20 73,6 +8,50 95,2+1,50

Fonte: A autora.
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A diferencga nos resultados de rendimento de extracdao de dleo € explicada pelo fato do
6leo modelo ser majoritariamente neutro, enquanto o de microalga é mais complexo com uma
fracdo de lipidios polares, pigmentos e outros compostos que pode ser verificado no ensaio de
cromatografia em camada delgada (Figura 4.7). Por meio desse ensaio, é possivel observar
que o Oleo de microalga apresenta uma quantidade significativa de lipidios polares,
pigmentos, mono e diacilglicerol quando comparado aos demais 6leos e ao 4cido graxo livre e
uma quantidade pequena de triacilglicerol ao ser comparado com o 6leo modelo em diferentes
teores de acidez. Além disso, vemos que o TAG vai diminuindo conforme o teor de AGL vai

aumentando.

Figura 4.6: Placa de silica resultante da cromatogrifica em camada delgada. 1= padrao,
2=0leo bruto da microalga Scnedesmus obliquus BR003, 3=6leo modelo a 2 % AGL, 4=06leo
modelo a 20 % AGL, 5=6leo modelo a 40 % AGL e 6=AGL. LP = lipidios polares; PIG =
pigmentos; MAG e DAG = Mono e diacilglicerol; AGL = 4cidos graxos livres; TAG =

triacilglicerol.

TAG‘....

AGL. ""

DAG +
MAG

Fonte: A autora.

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os valores de coeficiente de particio do AGL e do LN
e a seletividade tanto para o 6leo modelo quanto para o 6leo da microalga Scenedesmus
obliguus BR003 que foram extraidos com acetato de etila, cloroférmio: metanol (2:1 v/v) e

para hexano: etanol (1:1 v/v).
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Tabela 4.6: Coeficiente de particdo de AGL, LN e seletividade para o 6leo modelo com 40%
AGL e o da microalga Scenedesmus obliquus com acetato de etila, cloroférmio: metanol (2:1

v/v) e hexano: etanol (1:1 v/v) a 25 °C.

Oleo modelo Oleo de Scenedesmus obliquus
1° Estagio 2° Estagio 1° Estagio 2° Estagio
Solvente
Kac Kin S Kie Kin S Ky Kin S Kpor Kin S
Acetato de etila 744 1,17 6,37 5,10 1,12 4,55 14,09 1,13 1241 2,69 1,53 1,76
Cloroformio: 2585 5,54 4,66 22,61 577 3,92
metanol
Hexano: etanol 424 1,01 420 3,98 1,21 3,29 11,34 1,68 6,75 1,66 1,21 1,37

Fonte: A autora.

Gongalves et al. (2020) realizaram a desterpenacdo do oleo essencial de alecrim
modelo composto pelos principais componentes encontrados no petréleo bruto: a-pineno (1),
eucaliptol (2) e canfora (3). Naquele estudo, foram utilizadas misturas de etanol e 4gua
a298,2 K e a pressdo atmosférica, obtendo-se dados de equilibrio liquido-liquido. Dessa
forma, em relacdo ao coeficiente de distribuicdo e seletividade, concluiram que a 4gua
diminui a solubilidade das fases, mas o etanol aumenta tanto a solubilidade dos componentes
(a-pineno, eucaliptol e canfora) na fase solvente e do solvente na fase terpeno, logo uma
maior quantidade de dgua no solvente (ou menor composi¢do de etanol) estd associada com
menor Kj, o que leva a maiores valores de Sy;. Pelo diagrama de equilibrio que foi obtido pelo
trabalho, observa-se que a canfora (3) possui maior afinidade com o solvente do que o
eucaliptol (2), portanto K3 > K; E S3/1 > Sy;; para ambos os solventes.

Shiozawa et al. (2020) obtiveram dados experimentais de equilibrio liquido-liquido e
realizaram a modelagem termodinamica (NRTL) de sistemas compostos de 6leo refinado
(soja, carogo de algodao e farelo de arroz), mistura comercial de acilglicerdis parciais (MAG
e DAG), dcidos graxos livres (AGL), ésteres etilicos de acidos graxos (EEAG) e etanol nas
temperaturas de 303,2 e 318,2 K. Por meio dos valores de coeficiente de particdo encontrados
para AGL, os autores concluiram que houve uma preferéncia do AGL em migrar pela fase
rica em solvente. Pelos dados apresentados na Tabela 4.6, verifica-se o AGL se distribui
majoritariamente na fase solvente, uma vez que os valores para Kagp, foram bem maiores que
para os lipidios neutros. Além disso, vé-se que o Kagr, diminui do primeiro para o segundo
estdgio, uma vez que como maior parte do AGL migrou para a fase rica em solvente no

primeiro estagio.
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3.5 Efeito dos componentes celulares da biomassa de microalgas e técnicas de

rompimento celular no desempenho da extracao

Os rendimentos acumulados obtidos por meio da extracdo de lipidios da biomassa
umida com os solventes acetato de etila (AE), cloroférmio: metanol (1:2 v/v) (C:M) e hexano:
etanol (1:1 v/v) (H:E) sdo apresentados na Tabela 4.7. Para a obtencdo dos rendimentos,
empregou-se o teor de lipidios, (17,45 + 0,0025) %, obtido pelo método J:Schmid-
Bondzynski-Ratzlaff INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1986). Devido ao efeito
da iteracdo de outros conteidos celulares da biomassa de microalgas, como proteinas e
carboidratos, junto aos lipidios o desempenho da extragdo € afetado pela presenca desses
componentes. Portanto, estendeu-se o nimero de estdgios de extracdo para 3. Verifica-se que
a quantidade de lipidios extraida no terceiro estigio, o teor de lipidios extraido foi baixa, ndo
justificando sua utilizacdo nos balangos de massa e energia. Além disso, como a biomassa
rompida levou aos maiores rendimentos, nos trés estigios e para todos os solventes

empregados, empregou-se a mesma nos balangcos de massa e energia.

Tabela 4.7: Rendimento acumulado de Oleo extraido da biomassa umida. AE= acetato de

etila; C:M= cloroférmio: metanol (1:2 v/v) e H:E= hexano: etanol (1:1 v/v).

Solvente Rendimento dleo da biomassa nao Rendimento éleo da biomassa rompida
rompida
1° estagio 2° estagio 3° estagio 1° estagio 2° estagio 3° estagio

AE 26,03 £2,54 36,20+4,20 38,07+2,40 44,61+£222 61,62+583 64,68+ 1,05
C:M 28,63 £1,40 4238+130 4525+1,30 49,52+421 71,80+190 72,92+0,09
H:E 11,93 +£1,50 22,73+1,770 24,17+1,46 37,08+£6,36 59,32+382 61,99+0,46

Fonte: A autora.

Para a quantificacdo da massa de acetato de etila e 4gua referentes ao topo e a base nas
duas extragdes empregou-se os dados de equilibrio obtidos no Capitulo 3 referentes ao teor de
acidez de 40% e temperatura a 25 °C. A quantificacdo das massas de hexano, etanol e dgua
foi efetuada a partir dos dados de equilibrio obtidos por Moriyoshi et al (1988). Para o sistema
cloroférmio, metanol e dgua utilizaram-se os trabalhos de Bligh and Dyer (1959) e Molina

Grima, Gonzales e Giménes (2013).



3.5.1 Balanco de massa para sistema biomassa imida rompida + acetato de etila

Extrato:
0,43 kg da dl=o
7 de C,H:O
¢ de H ET:lpur:l_du:
0 kg d= dlzo
707 kg de C,H.O 11

78,43 kg de suspensio
aquosa (10%% solidos

(]

13,6 de C,H.O

1 kg de oleo 7,07 kg de C,H,0 Extrato: T
0.17 kg de dl=o I
6,61 kg de C,;HO
1% Extrator 2% Extrator — Evaporador

Rafinado:
0,38 kg de dleo
0,3 kg de C,H.O

Retido:
0,62 kg d= dlzo
0 kg de C,H.O

3.5.2 Balanco de massa para sistema biomassa imida + clorofé6rmio + metanol

Extrato:
0.50 kg de oleo
3.79 kg de CHCL
0,074 ke de CH;0H

0.70 kg de H,0
390 kg de CHCI i -

Evaporado:
0 kg de oleo
7.69kg de CHCI,

- 0,18 kg de CH;0H
) 4, 1,,4 kg de CH_:OH‘ 0 kg de H,O
78,43 kg de suspensio . Extrato: 1
aquosa (10% sélidos) 3,90 kg de CHCL an . T
) 414 kg de CH:0H 0:22 kg de Oleo
1 kg de dleo = i 3,90 kg de CHCL,
0.11 kg de CH;0H
1° Extrator 2° Extrator 0.88 ke de H,0 Evaporador
Rafinado:
0,50 kg de oleo
0,11 kg de CHCI,
4,07 kg de CH;0H
76,73 kg de H,O
Rafinado: Retido:

0,28 kg de oleo
0,11 kg de CHCl,
8,10 kg de CH30H

75,85 kg de H;O

0,72 kg de dleo
0kg de CHCL
0 kg de CH;0H
1,58 kg de H;O
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3.5.3 Balanco de massa para sistema biomassa imida + hexano + etanol

Extrato:
0,37 kg de oleo
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1 de Cllis Evaporado:
039 kg de C;H;OH 0kg de 8leo

e 0.62 ke de ILO 10,14 kg de CsHug

f_--ll; ke éie gng : = 1.30 kg de C;H;0H
_3.;__:_ e CoHj 1 0 kg de H,0
78.43 kg de suspensio Extrato: 7

o s 5,14 kg de CgH; :
aquosa (10% solidos) = S de oleo
1 kg de oleo 6,19 kg de C,H;0H £
1° Extrator 2° Extrator Evaporador
Rafinado:
0,63 kg de oleo

kg de CgHyy
cg de C;H;0H
76,81 kg de H;O

Rafinado:

0,41 kg de oleo
0.14 kg de CgHys
11,08 kg de CoH;0H
76,04 kg de Hy0

Retido:
0,59 kg de oleo
Okg de CgHyy
0 kg de C;H;0H
1.39 kg de H;O

Balasubramanian, Yen Doan e Obbard (2013), compararam a extracdo de lipidios da
microalga Nannochloropsis sp. ao empregar os seguintes métodos: sonicacdo, extragdo
acelerada por solvente (ASE), extracdo de Soxhlet e homogeneizacdo e as seguintes misturas
de solventes: cloroférmio: metanol (2:1 v/v), hexano: isopropanol (3:2 v/v), acetato de etila:
etanol (3:2 v/v) e diclorometano: etanol (2:1 v/v). Com base nos resultados obtidos, o ASE se
mostrou 0 método de extracdo de lipidios mais eficiente. Em relacdo ao hexano, ao ser
empregado sozinho apresentou um rendimento muito baixo e ao ser empregado misturado a
outro solvente resultou em um rendimento um pouco maior, sendo esse aumento nao
significativo quando comparado as outras misturas de solventes. A mistura cloroférmio:
metanol (2:1 v/v) resultou em maior rendimento de extragdo, préximo ao obtido pela mistura
diclorometano: etanol (2:1 v/v). Essa ultima mistura apresenta como vantagem, quando

comparada a mistura cloroférmio: metanol, uma menor toxidez.

Com o exposto, verifica-se que os resultados encontrados na literatura sdo coerentes
com o0s obtidos neste trabalho, uma vez que, por meio dos balancos de massa, € possivel
verificar que a mistura cloroférmio: metanol (1:2 v/v) consegue extrair uma maior quantidade
de 6leo e, consequentemente, a um maior rendimento de extragdo, sendo seguido pelo acetato
de etila e hexano: etanol (1:1 v/v). Além disso, pelo balango apresentado no item 3.7.1 €
possivel observar que 38 % de dleo presente na corrente de alimentagdo nao foi extraido e, em
relagc@o ao acetato de etila, 0,56% da massa inicial de acetato de etila é perdida para a primeira

fase rafinado e 7,03% da massa adicionada no segundo extrator € perdida na segunda fase



86

rafinado. J4 ao se analisar o balanco do item 3.7.2 verifica-se que a quantidade residual de
6leo corresponde a 28 % da alimentagdo, e quanto ao cloroférmio, perde-se 2,82% da massa
adicionada no primeiro e segundo extrator para a fase rafinado, enquanto para o metanol o
percentual de perda € de 98,31 e 98,66%, para a primeira e segunda fase rafinado,
respectivamente. No terceiro sistema (item 3.7.3) observa-se a maior perda de 6leo na
corrente de rafinado (41 %), sendo que apds a primeira extracdo perde-se 7,00 e 93,70% de
hexano e etanol, respectivamente, para a fase refinado e com segunda extragdo a perda é de

2,54 € 92,41%, respectivamente.

Na comparacdo dos trés sistemas, a mistura hexano: etanol (1:1 v/v) é a menos
recomendada, pois resulta na menor recuperacdo de 6leo e maior perda de solvente no
rafinado. A mistura cloroférmio: metanol (2:1 v/v) € capaz de extrair a maior quantidade de
Oleo, entretanto, o cloroférmio por ser um solvente clorado téxico e ndo sendo indicado em
processos biotecnoldgicos com cardter sustentdvel. Logo, seria necessdrio um tratamento dos
75,85 kg de dgua que ficaram na fase rafinado contendo, além de cloroférmio, metanol
(BALASUBRAMANIAN; YEN DOAN; OBBARD, 2013). Dessa forma, o acetato de etila
seria o mais indicado pela reduzida perda de massa, de menor impacto ambiental e de menor

custo quando comparado as misturas.

3.6 Balanco de energia

As propriedades fisicas dos solventes estudados e da dgua estdo apresentadas na
Tabela 4.8. J4 os resultados de carga de solvente especifica, energia intensiva sem
recuperagdo (do acetato de etila, do etanol e do metanol) e energia intensiva com recuperagao
para os trés sistemas de extracdo de 6leo a partir da biomassa imida rompida sdo apresentados

na Tabela 4.9.

Tabela 4.8: Propriedades fisicas (BERTULANI, 1999)

Propriedade Acetato Cloroférmio Metanol  Hexano Etanol Agua
de etila
Densidade (kg/m") 902 1490 792 655 789 997
Calor especifico (J/kg K) 1904 980 2550 2259 2397,43 4180
Ponto de ebuli¢do (°C) 77,0 61,2 64,5 68,7 78,4 100,0
Entalpia vaporizacio (kJ/kg) 365,7 246,84 1099,56 334,72 836,80 2259,36

Fonte: A autora.
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Tabela 4.9: Resultados balanco de massa e energia.

Acetato de

etila Cloroformio Metanol Hexano Etanol
CSI (kg solvente/ kg 6leo) 0,81 0,15 11,24 0,27 18,78
EI sem recuperagao (MJ/kg) 12,75 3,74 10,19
EI com recuperacdo (MJ/kg) 37,94 38,45 (3,74+34,71) 67,42 (10,19+57,23)

Fonte: A autora.

Na Tabela 4.10, sdo apresentados 0s custos para recuperar € nao recuperar 0s
solventes acetato de etila, etanol e metanol e os custos para comprar a quantidade de solvente
necessaria para a extra¢ao do lipidio nos dois estagios. O custo do MJ industrial é R$0,195 /
MIJ (DME-PC, 2020). O custo do acetato de etila é R$ 12,50/ L, o do metanol é R$ 4,95/ L, o
do hexano é R$ 6,30/ L. Tais pregos foram disponibilizados pela empresa Atlanta Quimica em
abril de 2021. Para os calculos, considerou-se o pre¢o do etanol de R$ 5,70/ L e o do

cloroférmio de R$ 8,20/ L.

Tabela 4.10: Custos referentes a compra de solventes e energia gasta para recuperar € nao

recuperar o acetato de etila, metanol e etanol.

Acetato de etila Cloroformio Metanol Hexano Etanol

Custo para repor solventes (R$/kg 6leo) 11,18 0,84 70,31 2,28 135,67
Custo EI sem recuperagio (R$/ kg)
2,48 0,73 1,99
Custo total sem recuperacio (Rep.
Solvente + Energia, R$/ kg)
13,66 71,88 139,94
Custo EI com recuperacéo (R$/ kg)
7,39 6,77 11,16

Fonte: A autora.

Por meio dos resultados apresentados na Tabela 4.8, verificamos que o tratamento da
fase rafinado, rica em 4gua que arrasta majoritariamente etanol e metanol, confere maior parte
do consumo de energia. O fato de o acetato de etila ser pouco soluvel e de baixa toxidez, nao
justifica sua recuperag@o, pois confere maior custo operacional ao processo (R$ 2,48 para R$
7,39 por kg de 6leo extraido). Por outro lado, as misturas requerem recuperacdo seja para
descontamina¢do do efluente (metanol) ou por redu¢do do custo com solventes (etanol),
conferindo maior consumo de energia e custo ao se comparar a utiliza¢do do acetato de etila
sem recuperacdo na corrente rafinado.

O custo unitério associado ao solvente para a extracdo em dois estdgios com acetato de

etila (R$ 2,48/kg de 6leo, Tabela 4.10) ainda € elevado quando se vislumbra a produgido de
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6leo para produtos de baixo valor agregado, como biocombustiveis. Assim, pesquisas devem
ser direcionadas para aumentar a concentracdo de Oleo dispersa na fase aquosa, seja para
inducgdo do teor de lipidios nas células de microalgas, seja pela utilizagdo de maior teor de

biomassa dispersa; e simultinea redu¢do da carga de solventes nos estdgios de extracao.

CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos, verifica-se que o acetato de etila € capaz de extrair lipidios
sem a necessidade de utilizacdo de outro solvente como o hexano. Como o teste de carga nao
resultou em diferengas expressivas nos rendimentos procedeu-se os estudos empregando a
carga de solvente: suspensdo aquosa contendo 1% de 6leo disperso de 1:10 (v/v). Com a
comparacdo entre os solventes verificou-se que cloroférmio: metanol (1:2 v/v) € mais
eficiente quando se observa que com apenas uma extracdo, ja se extrai todo o 6leo, enquanto
que o acetato de etila e o hexano: etanol (1:1 v/v) precisam de duas extracdes, levando a
rendimentos finais iguais estatisticamente, considerando tanto o 6leo modelo quanto o dleo
modelo, quanto para o 6leo da microalga.

Entretanto, para extra¢do de 6leo por meio da biomassa da microalga Scenedesmus
obligqus umida e rompida, analisando-se as energias necessdrias para a recuperacao dos
solventes, da quantidade de solvente a ser empregada e a ser perdida, da viabilidade
econdmica e da necessidade do tratamento de dgua a ser realizado visando a remocdo do
cloroférmio, t€ém-se se que o acetato de etila seria o mais recomendado.

Vé-se, portanto, que € possivel a extracdo de 6leo empregando apenas acetato de etila
como solvente. Para tal, fez-se necessdrio rompimento da biomassa com maceracao
(rompimento mecanico), com tempo de extracdo de 1 h e temperatura a 25 °C. A carga de
solvente: suspensao aquosa foi de 1:10 (v/v) e continha 1% de 6leo disperso. Com essas
condig¢des, viu-se que € possivel extrair o 6leo empregando necessitando do menor custo, que
foi de R$ 13,66 (custo de reposicdo de acetato de etila + custo de energia sem recuperacdo de

acetato de etila).
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APENDICE A — Cromatogramas

Figura 1: Cromatograma do 6leo da microalga Scenedesmus obliquus.
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Figura 3: Cromatograma do 6leo de chia comercial da marca Giroil.
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Figura 4: Cromatograma do 6leo de dendé da marca Cepera.
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Figura 5: Cromatograma do 6leo sintético da microalga Scenedesmus obliquus com acidez de

1-3%.

uV(x1,000.000)
Ol cnelgran
101
27
250)
223
21
2
H
50) ‘ PE-
&
| &
124 | z b
5 ‘ E
09 2 ‘ o
o
L
'\I e 2 b 2
AL A
SA VR W S N N S 7130

Figura 6: Cromatograma dos dcidos graxos livres (AGL) produzidos.
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Figura 7: Cromatograma do 6leo sintético da microalga Scenedesmus obliquus com acidez de

20%.
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Figura 8: Cromatograma do 6leo sintético da microalga Scenedesmus obliquus com acidez de

40%.
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APENDICE B - Dados mapeamento diagrama de equilibrio

Nas Tabelas 1, 2 e 3 estdo apresentados os dados experimentais estudados para o

mapeamento do diagrama de equilibrio.

Tabela 1: Dados experimentais (pontos internos) para o sistema Oleo Modelo (2 %, 20 % e

40 % AGL) (1), Acetato de etila e Agua (3)a25,35e45°C.

Oleo Modelo .

Pontos internos Acetato de etila (mL) (mL) Agua (mL) Bifasico/ Monofasico
1 0,100 0,100 0,800 Bifdsico
2 0,200 0,100 0,700 Bifdsico
3 0,300 0,100 0,600 Bifdsico
4 0,400 0,100 0,500 Bifdsico
5 0,500 0,100 0,400 Bifdsico
6 0,600 0,100 0,300 Bifdsico
7 0,700 0,100 0,200 Bifdsico
8 0,800 0,100 0,100 Bifdsico
9 0,100 0,200 0,700 Bifdsico
10 0,200 0,200 0,600 Bifdsico
1 0,300 0,200 0,500 Bifdsico
12 0,400 0,200 0,400 Bifdsico
13 0,500 0,200 0,300 Bifdsico
14 0,600 0,200 0,200 Bifdsico
15 0,700 0,200 0,100 Bifdsico
16 0,100 0,300 0,600 Bifdsico
17 0,200 0,300 0,500 Bifdsico
18 0,300 0,300 0,400 Bifdsico
19 0,400 0,300 0,300 Bifdsico

20 0,500 0,300 0,200 Bifdsico
21 0,600 0,300 0,100 Bifdsico
%) 0,100 0.400 0,500 Bifdsico
23 0,200 0,400 0,400 Bifdsico
2 0,300 0.400 0,300 Bifdsico
25 0,400 0,400 0,200 Bifdsico
26 0,500 0.400 0,100 Bifdsico
27 0,100 0,500 0,400 Bifdsico
28 0,200 0,500 0,300 Bifdsico
29 0,300 0,500 0,200 Bifdsico
30 0,400 0,500 0,100 Bifdsico
31 0,100 0,600 0,300 Bifdsico
32 0,200 0,600 0,200 Bifdsico
33 0,300 0,600 0,100 Bifdsico
34 0,100 0,700 0,200 Bifdsico
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35 0,200 0,700 0,100 Bifésico

36 0,100 0,800 0,100 Bifésico

Tabela 2: Dados experimentais (pontos axiais) para o sistema Oleo Modelo (2 %, 20 % e

40 % AGL) (1), Acetato de etila e Agua (3)a25,35e45°C.

i(;?:i): Acetato de etila (mL) Oleo Modelo (mL) Agua (mL) Bifasico/ Monofasico
37 0,100 0,000 0,900 Bifdsico
38 0,300 0,000 0,700 Bifdsico
39 0,500 0,000 0,500 Bifdsico
40 0,700 0,000 0,300 Bifdsico
41 0,900 0,000 0,100 Bifdsico
) 0,100 0,900 0,000 Monofisico
43 0,300 0,700 0,000 Monofisico
44 0,500 0,500 0,000 Monofisico
45 0,700 0,300 0,000 Monofisico
46 0,900 0,100 0,000 Monofisico
47 0,000 0,100 0,900 Monofisico
48 0,000 0,300 0,700 Bifdsico
49 0,000 0,500 0,500 Bifdsico
50 0,000 0,700 0,300 Bifdsico
51 0,000 0,900 0,100 Bifdsico
52 0,050 0,000 0,950 Monofisico

Tabela 3: Dados experimentais (pontos internos) para o sistema Oleo Modelo (2 %, 20 % e

40 % AGL) (1), Acetato de etila e Agua (3)a25,35e45°C.

Oleo Modelo

Pontos internos Acetato de etila (mL) (mL) Agua (mL)  Bifisico/ Monofsico
53 0,098 0,882 0,020 Bifésico
54 0,294 0,686 0,020 Bifdsico
55 0,490 0,490 0,020 Bifésico
56 0,686 0,294 0,020 Monofdsico
57 0,882 0,098 0,020 Monofisico
53 0,000 0,714 0.286 Bifdsico
54 0,000 0,882 0,118 Bifésico
55 0,000 0,926 0,074 Bifdsico
56 0,000 0,946 0,054 Bifésico

Bifésico

57 0,000 0,957 0,043
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APENDICE C- Dados das curvas binodais

Nas Tabelas 1, 2 e 3 estdo apresentados os dados obtidos pelo método da titulacio
turbidimétrica, os quais foram utilizados para constru¢do das curvas binodais. Em que, w; € a

fragdo massica de 6leo modelo e w; € a fracdo mdssica de acetato de etila.

Tabela 1: Dados da curva binodal para o sistema Oleo Modelo (2 %, 20 % e 40 % AGL) (1),
Acetato de etila e Agua (3)a25°C.

2 % AGL 20 % AGL 40 % AGL

Acetato de etila  Oleo Modelo Acetato de etila Oleo Modelo Acetato de etila  Oleo Modelo

0,000 0,985 0,004 0,961 0,000 0,939
0,035 0,947 0,025 0,944 0,022 0,934
0,080 0,897 0,060 0,907 0,049 0,917
0,109 0,869 0,100 0,878 0,100 0,878
0,143 0,841 0,134 0,848 0,126 0,856
0,184 0,805 0,165 0,817 0,156 0,827
0,224 0,763 0,205 0,777 0,179 0,802
0,269 0,721 0,237 0,748 0,207 0,775
0,296 0,694 0,280 0,711 0,230 0,751
0,342 0,649 0,311 0,676 0,240 0,739
0,379 0,615 0,336 0,657 0,263 0,710
0,404 0,587 0,369 0,622 0,263 0,710
0,439 0,551 0,394 0,597 0,297 0,681
0,482 0,506 0,422 0,559 0,320 0,656
0,534 0,447 0,461 0,514 0,357 0,619
0,583 0,397 0,485 0,482 0,374 0,599
0,611 0,362 0,508 0,453 0,414 0,556
0,652 0,314 0,547 0,407 0,437 0,531
0,689 0,265 0,587 0,367 0,458 0,507
0,710 0,240 0,618 0,326 0,472 0,492
0,745 0,199 0,643 0,294 0,510 0,453
0,785 0,152 0,672 0,260 0,538 0,423
0,824 0,106 0,696 0,230 0,570 0,384
0,717 0,201 0,617 0,333

0,617 0,333

0,642 0,299

0,664 0,267

0,680 0,250

0,697 0,223

0,712 0,201

0,736 0,167
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Tabela 2: Dados da curva binodal para o sistema Oleo Modelo (2 %, 20 % e 40 % AGL) (1),
Acetato de etila e Agua (3)a35°C.

2 % AGL

20 % AGL

40 % AGL

Acetato de etila  Oleo Modelo Acetato de etila Oleo Modelo Acetato de etila Oleo Modelo

0,000
0,017
0,047
0,075
0,133
0,154
0,177
0,195
0,225
0,246
0,317
0,343
0,378
0,412
0,447
0,472
0,511
0,547
0,579
0,612
0,642
0,668
0,708
0,737
0,760
0,779

0,968
0,951
0,922
0,895
0,834
0,815
0,785
0,766
0,732
0,707
0,641
0,619
0,582
0,548
0,511
0,483
0,448
0,409
0,370
0,338
0,304
0,277
0,235
0,199
0,164
0,140

0,000
0,030
0,056
0,082
0,109
0,138
0,168
0,195
0,222
0,262
0,305
0,326
0,351
0,376
0,413
0,464
0,500
0,542
0,575
0,597
0,633
0,651
0,681
0,717
0,743
0,760

0,983
0,944
0,917
0,890
0,866
0,841
0,815
0,788
0,763
0,729
0,683
0,664
0,636
0,615
0,569
0,503
0,454
0,410
0,368
0,338
0,304
0,277
0,238
0,174
0,140
0,106

0,000
0,021
0,047
0,069
0,096
0,115
0,127
0,151
0,169
0,187
0,207
0,228
0,259
0,277
0,297
0,310
0,329
0,355
0,373
0,388
0,404
0,423
0,446
0,465
0,493
0,504
0,516
0,533
0,561
0,577
0,597
0,625
0,642
0,662
0,679

0,987
0,966
0,939
0,912
0,888
0,866
0,851
0,824
0,805
0,785
0,763
0,741
0,714
0,699
0,680
0,668
0,646
0,624
0,604
0,590
0,578
0,557
0,531
0,512
0,487
0,475
0,459
0,438
0,411
0,389
0,360
0,332
0,307
0,282
0,257



0,704
0,735
0,750

0,218
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Tabela 3: Dados da curva binodal para o sistema Oleo Modelo (2 %, 20 % e 40 % AGL) (1),
Acetato de etila e Agua (3)a45°C.

2 % AGL

20 % AGL

40 % AGL

Acetato de etila  Oleo Modelo Acetato de etila  Oleo Modelo Acetato de etila  Oleo Modelo

0,000
0,023
0,049
0,078
0,106
0,135
0,160
0,192
0,236
0,282
0,342
0,386
0,420
0,482
0,534
0,577
0,601
0,620
0,649
0,678
0,710
0,736

0,985
0,956
0,934
0,910
0,881
0,856
0,827
0,793
0,751
0,707
0,649
0,599
0,565
0,506
0,447
0,390
0,355
0,323
0,277
0,235
0,179
0,138

0,000
0,023
0,059
0,091
0,138
0,168
0,209
0,243
0,286
0,315
0,357
0,394
0,428
0,454
0,481
0,508
0,537
0,562
0,591
0,616
0,646
0,671
0,697
0,712
0,740

0,984
0,962
0,925
0,896
0,848
0,813
0,764
0,729
0,683
0,654
0,612
0,573
0,536
0,514
0,482
0,453
0,421
0,387
0,355
0,326
0,292
0,262
0,228
0,199
0,162

0,000
0,023
0,056
0,092
0,121
0,154
0,181
0,211
0,238
0,271
0,304
0,334
0,378
0,413
0,437
0,470
0,506
0,537
0,565
0,598
0,629
0,648
0,671
0,689
0,712
0,729

0,986
0,955
0,923
0,884
0,859
0,820
0,786
0,762
0,727
0,695
0,654
0,625
0,578
0,539
0,507
0,471
0,436
0,399
0,364
0,323
0,287
0,267
0,228
0,201
0,172
0,142




APENDICE D- Andlise de identidade

Na Tabela 1 é apresentado os valores de inclinacdo utilizados para a andlise de identidade realizada para averiguar a influéncia da

temperatura e % de AGL no comportamento da curva binodal.

Tabela 1: Inclinacdes.

WP Wap Wop WP Wop Wop Wap Wap W2p

Wip 25°C|2%AGL 25°C|20%AGL 25°C|40%AGL 35°C|2%AGL 35°C|20%AGL 35°C|40%AGL 45°C|2%AGL 45°C|20%AGL 45°C|40%AGL
25°C|2%AGL 1 1,0080 0,9191 0,8788 1,1269 1,0403 1,2114 0,8971 0,9066
25°C20%AGL 1 0,9123 0,8715 1,1173 1,0311 1,2008 0,8898 0,8991
25°C|40%AGL 1 0,9545 1,2230 1,1284 1,3141 0,9744 0,9844
35°C2%AGL 1 1,2822 1,1836 1,3782 1,0209 1,0317
35°C[20%AGL 1 0,9233 1,0751 0,7959 0,8044
35°C|40%AGL 1 1,1643 0,8617 0,8710
45°C[2%AGL 1 0,7402 0,7481
45°C[20%AGL 1 1,0105
45°CJ40%AGL 1
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