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A busca por combustiveis renovaveis e sustent@stés se tornando cada vez mais
importante. A utilizacdo de biomassa como matériiag energética € uma das formas
mais promissoras para reduzir a dependéncia erargdbs recursos fosseis nao
renovaveis e, ao mesmo tempo reduzir o aquecimgldbal causado pela alta
guantidade de carbono emitida pelos veiculos atidegecom combustiveis fosseis. O
biodiesel € atualmente a alternativa mais aceita pabstituicdo do combustivel para
motores diesel. Esta classificado em Biodiesel ridiagira, segunda e terceira geracao
de acordo com a matéria prima utilizada para gosaducao. E é o biodiesel de terceira
geracdo produzido a partir de microalgas que terargido como uma das mais
promissoras fontes alternativas aos combustiveisef§, porque apresentam uma
grande eficiéncia fotossintética para a producdobienassa, maiores taxas de
crescimento e maior produtividade em relacdo asurasl convencionais. O método
mais utilizado para a conversao de 6leo ou biomassésteres e a transesterificacdo. A
fim de reduzir uma etapa durante o processamerdgte #wabalho realizou a
transesterificacdo direta ondeextracdo e reacdo ocorrem ao mesmo tempo, reduzin
assim uma etapa do processo. Os métodos de tenfgsstao direta necessitam um
maior teor de solvente para facilitar a extracadonentando assim o rendimento. Com o
objetivo de diminuir a quantidade de solvente zdtio durante a transesterificacao
direta, este trabalho busca produzir ésteres agilic partir de biomassa de microalga
Chlorella vulgaris fazendo uso de um catalisador enzimatico imaulz (Novozym
435) associado ao uso de fluido pressurizado (pa)pés reacdes foram realizadas em

um reator PARR de 100 mL, a uma velocidade de 1B60 Num estudo preliminar,



onde se utilizou uma pressao de 50 bar, temperdaGb°C, razdo molar oleo:etanol
1:6, e 20% de enzima, obteve-se uma conversdo,86 36 de ésteres com relacdo ao
peso de biomassa apresentando. Por tratar de temaisovo sob investigacao, o teste
preliminar mostrou relevancia, entdo uma avaliagéoefeito das variaveis (tempo,
temperatura e pressao) foram realizadas, apes@oddg0es de processo nao estarem
otimizadas, j& apresentaram uma conversao de 51(te¢¥cde 6leo) em rendimento de
éster etilico. Um delineamento composto centrahcional 2 visando otimizar a
conversao em biodiesel no sistema reacional, todasgo aplicando uma faixa menor
de temperatura e uma maior faixa de pressdo, sweht maior conversdo em ésteres
etilicos (74,39%), a uma temperatura de 50 °C ena pressao de 180 bar. Apos
otimizar o tempo e a temperatura, foi avaliadarecentracdo enzimatica, tendo maior
resultado (78,44% EEAG) quando adicionados 25% rdema. Avaliou-se a razao
molar Oleo:etanol, e a partir da razdo molar lo2dyumento da converséao foi menor que
1%. Depois de ter definido a melhor temperatura (&), pressao (180 bar),
concentracdo enzimatica (20%), e razdo molar dhwe (1:24), foi realizada a
cinética enzimatica, e no tempo de 7 horas de oegigase atingiu 100% de converséo
(98,98%). Br fim, o estudo de reuso da enzilavozym 43%ermitiu verificar que a
mesma manteve sua atividade durante dois ciclaslepdo sua atividade a partir do
terceiro ciclo.

PALAVRA-CHAVE: Chlorella wvulgaris transesterificacdo,, Novozym 435,

otimizacao.
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The search for renewable and sustainable fuelsdasrbing more important. As a result,
the use of biomass as an energy feedstock is otiee ghost promising ways to reduce
energy dependence from non-renewable fossil fuH® method more utilized for
converting biomass or oil in ester is the transéstation and to reduce a stage during
processing, direct transesterification is used, rshextraction and reaction occur
simultaneously. The methods of direct transestatibn require a higher solvent
content in order to facilitate the extraction sor@asing the yield. Aim to decrease the
guantity of solvent used during direct transestaifon, this study sought to produce
biodiesel from biomass of microalg&hlorella vulgariswith use of an immobilized
enzyme catalyst (Novozym 435) associated to theofiggessurized fluid (propane).
The reactions were performed in a 100 ml PARR oraett a speed of 1300 rpm. In a
preliminary study, where they used a 50 bar pres€it °© C, molar ratio oil: ethanol 1:
6, and 20% enzyme gave a conversion of 35.35%tly esters for biomass weigtit.

is a new system that is under scrutiny, which hasws consistency through the
experimental design technique, in evaluating tliecefof significant process variables
(time, temperature and pressure). Even though tloeeps conditions were not
optimized, the results have already presented aersion of approximately 51,4% (oil
content) to yield ethyl estef central composite desigi & optimize the conversion in
biodiesel in the reaction system was studied, aeto@mperature range and a larger
range of pressure, there was obtained the greaiesgersion to ethyl esters (74.39%), at
a temperature of 50 ° C and a pressure of 180As& optimization the pressure and

the temperature, enzyme concentration was raterbattér result (78.44% in ethyl



esters) observed when added 25% enzyme. Was edltia¢ molar ratio of oil:
ethanol, as from 1:24 molar ratio, the increaseanversion was less than 1%. After
having defined the better temperature (50 ° C),ssuee (180 bar), enzyme
concentration (20%), and molar ratio of oil: ethafio24), the enzyme kinetics it was
realized, in the time 7 hours the reaction reaaisuwst 100% conversion to ethyl esters
(98.98%). Finally, the enzyme reuse study Novozyh Has shown that it maintained
its activity for two cycles, losing its activitydm the third cycle. After the development
of this work, it was able to verify that the stgitss used aiming at higher production
ethil ester increased production of ethyl estemadtb potential, achieving a yield of
98.98% in ethyl esters using the best conditiomsefch variable to obtain biodiesel
from biomas<hlorella vulgaris

KEYWORD: Chlorella vulgaris transesterificationNovozym 435pptimization
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1 INTRODUCAO

7

A energia é essencial para a vida e para o desémesito da industria. A
demanda de energia vem aumentando a cada angeissgrande preocupacao devido
ao seu grande consumo pelo setor industrial, sdadeada de combustiveis fésseis e
sua combustdo um dos principais contribuintes pgraluicdo atmosférica, o que pode
levar ao aquecimento global (AHMAE& al., 2011, PRAVEENKUMARet al, 2012).

Esses fatores motivaram o desenvolvimento de falgemnergia renovavel que
poderiam substituir os combustiveis fosseis, deales os biocombustiveis. Tendo
como destaque a utilizacdo do biodiesel que é uer ée 4cido graxo, renovavel e
biodegradavel, obtido principalmente pela transdistgcdo de gorduras e Oleos
vegetais na presenca de um catalisador por umlgdawario (geralmente metanol, ou
etanol), levando a formacédo de um éster metilicaaddo graxo (EMAG) ou éster
etilico de acido graxo (EEAG) (ALMEIDAt al, 2012 e ABOMOHR/Aet al.,2016).

A transesterificacdo utilizando enzimas como csddlres aparece como uma
proposta para superar as desvantagens da prodacBimdiesel catalisado de forma
convencional (acido ou alcalino), ndo sendo necessa tratamento das aguas
residuais, e a recuperacdo do catalisador nodmarocesso € mais facil, necessitando
de uma quantidade inferior de solvente. Este psocdem mostrado resultados
promissores, onde o glicerol pode ser facilmentaperado, sem a necessidade de um
processo complexo e os acidos graxos livres cantidos Oleos podem ser

completamente convertidos em ésteres metilicosilicos (ANGARITA et al.,2012).

Um problema relacionado ao uso de enzimas comdiszatares para a
producdo de biodiesel € uma reacdo mais lenta quaadhparada a catalizadores
alcalinos, e menores temperaturas devem ser diliza fim de evitar a inativacao
enzimética CHRISTOPHEREet al, 2014) Para incrementar a velocidade da reacdo os
fluidos pressurizados tém sido amplamente explerpdoa sua utilizagdo em meios de
reacdo com solvente, pois possuem viscosidadetugvitlades intermediarias entre
gases e liquidos. Além disso, tensfes superfiajaieximadamente nulas permitem a
facil penetracdo destes solventes em materiaisam@acmicro poroso. Todas estas
caracteristicas tornam os fluidos pressurizadogtivas como solventes quando as
limitacOes de transferéncia de massa séo elevanias no caso da transesterificacao



enzimatica em solventes organicos. A alta difusidel obtida com fluidos
pressurizados pode ser utilizada para melhorarassstdas reagbes e, portanto, a
transesterificacdo enzimatica em meio supercriticde ser considerada como uma
abordagem vantajosa (FALCAO, 2011).

O desenvolvimento de novas tecnologias é importg@e assegurar o
suprimento energético das populacdes. Estudos anastrque os 6leos encontrados nas
microalgas possuem similaridade quanto as carstitas fisico-quimicas dos Oleos
vegetais em geral, dessa forma podem ser consedenaatérias primas potenciais para
a producéo de biodiesel (FAO, 2006).

As microalgas tém inumeras vantagens sobre outra®rias primas, por
consumir menos agua e nutrientes para crescer enparacdo com as culturas
terrestres. Podem ter uma produtividade em terraade vinte vezes maior do que as
oleaginosas. Crescem rapidamente e o seu tempaptieatéo varia de 3,5 h a 24 h. A
alta taxa de crescimento em um curto espaco deoteesplta numa elevada producgao
de biomassa. Outro fator bastante importante éaguemicroalgas podem crescer nos
efluentes industriais ou domésticos, utilizandaogénio e fésforo como fontes de
nutrientes. As microalgas também podem adsorversgdes combustdo industrial e £0
atmosférico, convertendo G&m moléculas orgéanicas (hidratos de carbono, aded
lipideos) através da fotossintese (RASHID, 2014).

Diante deste cenario e das investigacfes préevadigadas éque se fundamenta a
proposta deste trabalho, cujo objetivo geral ebjstivos especificos sdo apresentados a

sequir.

1.1 Objetivo Geral:

Produzir ésteres etilicos a partir de biomassa ideoaigasChlorella vulgaris
utilizando propano como fluido pressurizado e ¢sddbr enzimatico (Novozym 435)

1.2 Objetivos Especificos:

Em consonancia com o cenario do apresentado, osingeg objetivos

especificos foram delineados:

1. Estudar o efeito das variaveis temperatura, pressa@o molar, dleo-etanol,
concetracdo da enzima sobre a conversdo da reac@ovoducdo de ésteres



etilicosde microalga em propano pressurizadom p#maizar a producdo de
ésteres neste sistema;

2. Realizar uma cinética da condi¢éo otimizada pararchénar o melhor tempo de
reacao;
3. Estudar a reutilizacdo (numero de ciclo) da enzomaercial, novozym 435,

em meio propano pressurizado na transesterificatasitu da biomassa de

Chlorella vulgarisem modo batelada.

Como forma de embasamento do presente trabalhejeipaimente sera
apresentado o estado da arte sobre o assunto,grdouevidenciar os resultados e
lacunas presestes na literatura referentes ao tem@resente estudo. O Capitulo 3
apresenta 0os meétodos analiticos utilizados no decaeste trabalho bem como a
montagem do aparato experimental e o procedimeiitpado para a realizacdo dos
experimentos. No Capitulo 4 serdo apresentadoscatitios os resultados obtidos e no
Capitulo 5 serdo apresentadas algumas conclus@esrafges da realizacdo deste
trabalhoe sugestds para estapas futuras. As rédsébiliograficas utilizadas no
decorrer do presente estudo sdo citadas no Cagitulo



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item € apresentada, de forma sucinta a fueatacéo tedrica necessaria
ao desenvolvimento deste trabalho, incluindo t&pisobre microalgas, formas de

extracdo do oOleo e producao de biodiesel em flyidessurizado.

2.1 Biocombustiveis

Muitos paises estdo voltando sua ateng¢do para endssimento de novas
fontes de energia sustentaveis e renovaveis, dai® ©s biocombustiveis. Essas novas
fontes apresentam grande interesse, pois podesamg@genhar um papel crucial na

infraestrutura energética global em um futuro pnaix(CHENet al.,2011).

A Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) descreve Biocostiveis como
derivados de biomassa renovaveis que podem sulsitarcial ou totalmente,
combustiveis derivados do petréleo e gas naturahetores a combustdo ou em outro
tipo de geracdo de energia. Os dois principaisoonbaistiveis liquidos usados no Brasil
sdo o etanol extraido de cana-de-acucar e, emaeswmdcente, o biodiesel, que é
produzido a partir de Oleos vegetais ou de gordanmais e adicionado ao diesel de

petréleo em proporc¢des variaveis.

No Brasil, segundo a ANP (2015), 41,2% da energl®% dos combustiveis
consumidos ja sao renovaveis, enquanto que o0 cansléamenergias renovaveis no
mundo apresenta um percentual de 14%. Pioneiro iaduraluso de biocombustiveis, o
Brasil alcancou uma posicao almejada por muitosegajue buscam fontes renovaveis
de energia como alternativas estratégicas ao petréA Figura 1 apresenta um
comparativo da energia renovavel e ndo renovavedwoida no mundo e no Brasil,

baseado nos dados obtidos da resenha energétdailbaaexercicio 2015.



Figura 1- Comparativo entre o consumo de energia no mundo 8rasil (EPE —
Empresa de Pesquisa Energética — Ministério desdveranergia).
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Fonte: (EPE — Empresa de Pesquisa Energética -stétiini de Minas e Energia 2015).

2.2 Biodiesel

E de conhecimento publico que 6leos vegetais eugasdanimais ja foram
investigados como combustivel para motores do digsel muito tempo antes da crise
energética dos anos 70 e nos primeiros anos dawfentando o interesse nestes
combustiveis alternativos. Rudolph Diesel o ingemia maquina que veio a receber o
seu nome, também teve algum interesse neste tipordeustivel. Segundo a biografia
de Diesel, escrita por Eugen Diesel (1937 apud KNDPR006), durante a Exposicéo
de Paris de 1900, a companhia francesa Otto dernanet funcionamento de um

pequeno motor diesel com 6leo de amendoim.

Acredita-se que a patente belga sob o n° 422.8nctedida em 31 de agosto de
1937 ao pesquisador G. Chavanne (CHAVANNE, 1938dapiINOTHE, 2006)
representa o primeiro relato do que hoje é conbemidno biodiesel, onde é descrito 0
uso de ésteres etilicos de 6leo de palma (embar@sodleos vegetais e ésteres
metilicos também foram mencionados) obtido porskaterificacdo em meio acido
como combustivel analogo ao diesel derivado dodleetr(CHAVANNE, 1944 apud
KNOTHE, 2006).

Oleos vegetais foram usados como combustiveis degémcia, para substituir o
diesel importado durante Segunda Guerra MundialérRca necessidade de utilizar
combustiveis alternativos veio apos a crise dodfezirem 1973 e a guerra do golfo em
1991. Hoje, o biodiesel é produzido em varios @(E&NOTHE, 2001; BALAT, 2009;



DEMIRBAS, 2010; AVINASHet al, 2014). O biodiesel € qualquer biocombustivel
equivalente ao diesel obtido a partir de matekhakgicos renovaveis, tais como 6leos
vegetais ou gorduras animais, e consiste em hidrocatos saturados de cadeia longa.
Pode ser misturado ao diesel em qualquer concéot@ag usado na forma pura (B100).
Quando comparado ao diesel de petroleo, o biodigsekenta significativas vantagens
ambientais. Um estudo realizado pelo “National Risdl Board” (agéncia que
representa a industria de biodiesel nos Estadododhidemonstrou que a queima de
biodiesel pode emitir, em média, 48% menos mondxdocarbono; 47% menos
material particulado (que penetra nos pulmdes); 6@éhos hidrocarbonetos. Esses
percentuais variam de acordo com a quantidade d@® Btlicionado ao diesel de
petroleo, no B3 essas redu¢des ocorrem de modorngiopal, ou seja, B100 equivale a
100% de biodiesel e B3 a 3% de biodiesel adiciormaddiesel (ANP, 2015).

Desde 1° de novembro de 2014, o oOleo diesel coafigezio em todo o Brasil
contém 7% de biodiesel. Esta regra foi estabelqutta Medida Provisoria®r647,que
alterou o percentual mandatério de biodiesel p&sagpartir de 1° de julho de 2014, e
para 7%, a partir de 1° de novembro deste mesmoEata alteracao foi publicada no
Diario Oficial da Unido (DOU) em 28 de maio de 20Is%0 acrescentara cerca de 1,2
bilh&o de litros de biodiesel ao consumo em 201&ortinua elevacao do percentual de
adicdo de biodiesel ao diesel demonstra o sucesBoagrama Nacional de Produgéo e
Uso do Biodiesel e da experiéncia acumulada pedsiBna producéo e no uso em larga

escala de biocombustiveis.

Atualmente o biodiesel é a alternativa mais ac@igaa substituicdo do
combustivel para motores diesel, oferecendo vansagebientais e de seguranca se
comparado a o diesel. Apresenta um ponto de fulgoto mais alto, o que diminui a
possibilidade de produzir vapores de ar/combustipebsui melhor qualidade de
ignicdo, pois apresenta elevado teor de cetanas,équm indicador importante na
qualidade do combustivel para motores de comprastgtma (KNOTHEet al., 2005;
ZAPPIl et al, 2003). Seu armazenamento e manipulacdo sdanpmrinais seguros que
o do diesel. Em condi¢cdes normais de armazenarnodnitoiesel pode ser estocado por
um ano, sem mudancas dramaticas em seus parandetrqsalidade, a aditivacédo
correta garante que as amostras continuem a atasdmpecificacdes por periodos de
estocagem superiores ha um ano. Para garantialmage do biodiesel € necessario

um transporte e armazenamento adequados, 0 caotattuz solar, agua e ar deve ser



evitado (PRANKL, 2006). O biodiesel também é supesio diesel no que diz respeito
a sua natureza néo téxica e ao fato de ser biadéaggh O biodiesel pode ser degradado
aproximadamente em 95% em um periodo de 30 diasdguexpostos a condi¢des nao
favoraveis ao seu armazenamento, causando pouanslerpas em caso de
derramamento acidental e para a saude do trabalH2oloproduzir menor quantidade
de gases do efeito estufa por unidade de enerngjiawel e, pela emissdo de ¢®er
inferior ao limite fixado pelas plantas que origama o combustivel, pode contribuir
significativamente para a reducdo do efeito est@fabiodiesel apresenta também
conteudo praticamente nulo de enxofre (FUKUPBAal, 2001; BONDIOLI, 2004,
SANTIN, 2013).

2.3 Rotas para a producao de biodiesel

Os dois processos mais utilizados, na producdo wmeliesel sdo a
transesterificacdo e a esterificacdo, embora existatros processos que também
possam ser utilizados, como microemulsdes e piold objetivo desse processo é
diminuir a viscosidade do 6leo assim como melharatesempenho do mesmo em
motores movidos a diesel (CAMARGOS, 2005). Estexgrssos podem ser descrito

como.

» Microemulsificacdo: é definido como uma dispersé@ceduilibrio coloidal de
fluidos isotrépicos, claros translucidos, termodiieamente estaveis, formada
espontaneamente por dois liquidos imisciveis (Glegetal e alcool) e um fluido
anfifilico iénico ou ndo (MA e HANNA, 1999; FUKUDAet al.,, 2001). As
microemulsGes foram propostas para solucionar a@blgmas associados a alta
viscosidade apresentada pelos Oleos vegetais. Asgerdiminuicdo da viscosidade dos
Oleos é adicionado solvente aos 6leos vegetaistuGonapesar das microemulsdes
apresentarem boas caracteristicas no que diz t®@spes padrdes de atomizacao,
verificou-se que um longo prazo provoca a deposigéocarbono no motor, a
combustdo incompleta e o0 aumento da viscosidade o®s lubrificantes
(FELIZARDO, 2003; GARCIA, 2006).

» Pirdlise ou cragueamento térmico: € um processaeflao de Oleos e

gorduras que consiste na quelma¢k) que ocorre em altas temperaturas (acima de 350



- 700°C), na auséncia de oxigénio, provocando abrqualas moléculas dos
triglicerideos, na presenca ou auséncia de catalisdormando uma mistura de
hidrocarbonetos e compostos oxigenados (MA e HANLNZ99; DEMIRBAS, 2003;
SUAREZet al, 2007, MARCILLA et al, 2013). No entanto, este processo é bastante

complicado, pois produz produtos secundarios qoeéré valor comercial

» Esterificacdo:consiste em apenas uma reacao eaireacido carboxilico
(R1COOH) com um alcool (R20H) para obtencédo der éBt2COOR2) e agua, como
representado na Figura 2, podendo ser hidrolisadta pagua produzida.
Consequentemente, esterificacdo e hidrolise aloargaequilibrio. A esterificacdo é
uma reacdo de pré-tratamento dos 6leos e gordwas rneduzir a saponificacao
(CHEMSEDDINE e AUDINOS, 1995 e ANGARITAt al, 2012).

Figura 2 - Reacao de esterificacdo, entre um acido caiboxé um alcool, formando
um éster e agua.
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acido carboxilico alcool ester

Fonte: Autor

» Transesterificagcdo: também pode ser chamada déliakoenvolve a reagdo
catalitica de triglicerideos (6leos vegetais e gas) com um alcool de cadeia linear
simples, tais como metanol, etanol, propanol erfmtaA estequiometria dessa reacao
requer a razdo molar alcool:triacilglicerol de 3Fluma reacdo de multiplos passos,
onde os triglicerideos séo convertidos em diglle®ms, em seguida, convertidos para
monoglicerideos que sdo convertidos em ésteredcergl Como se tratar de um
processo reversivel, uma quantidade maior de aléoatilizada, para favorecer o
deslocamento do equilibrio para direita (MEHERal, 2006 LOTEROet al, 2006;

MATA et al, 2010). O processo de transesterificacdo estamsrdo na Figura 3.



Figura 3 - Reacdo de transesterificacdo, com 1 triglicerided alcoois formando
ésteres e glicerol.
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Fonte: Trentin (2010).

A transesterificacdo de triglicerideos pode serdoaida por rotas cataliticas
onde diferentes tipos de catalisadores (basicagdpfimu enzimaticos) podem ser
empregados e néo cataliticas onde séo utilizadwkod supercriticos (MADRAS! al,

2004). A seguir esta descrito um pouco sobre dpdale catalise:

Catalise acida: é catalisado por acidos dén&ed preferivelmente por &acidos

sulfénicos. Estes catalisadores produzem elevagttdimentos em alquil-ésteres, mas
as reacOes sao lentas. Segundo Canakci e Sarfl)(@@0ocesso de catalise acida pode
ser considerado como um pré-tratamento, sendo eaG@e através da qual os acidos

graxos livres sdo convertidos em monoésteres. @Ocipal obstaculo para o pre-
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tratamento € a formacédo de agua que faz com quecesso de conversdo dos acidos

graxos livres em ésteres seja inibido.

Catétise Alcalina: No processo de transesterificaai@alina a reacdo € catalisada por

metais alcalinos, alcoxidos e hidroxidos, bem c@oiocarbonatos de sodio e potassio.
Os catalisadores alcalinos apresentam um elevadbmento na obtencdo de o6leos
vegetais com alta qualidade do combustivel, porera pm bom rendimento é

necessario que o teor de agua e de acidos graxes feja inferior a 0,06% (m/m) e

0,5% (m/m) respectivamente. Como a matéria princaliah mais utilizada para a

producdo de biodiesel € o hidroxido de sodio, par mais barato, tendo como

caracteristica apresentar quantidades superiorégides graxos livres pode levar a
formacao de sabdo, diminuindo o rendimento de é&statém da saponificacdo formar
emulsdes que dificultam a recuperacdo do catalisdflaas reacfes secundarias de
saponificacdo e hidrolise afetam a pureza e o meentio do biodiesel. A remocéo

destes catalisadores e do glicerol é tecnicamefitdl @ acarreta um custo extra no

produto final. E a recuperacdo e o tratamento dpgmsaresiduarias € necessario
(CHRISTOPHEREet al.,2014, BALAT e BALAT, 2010). E a neutralizacdo dagias

residuarias.

Catalise Heterogénea: Catalisadores heterogéneaséles que estdo em um estagio

diferente do reagente, ou seja, ndo se dissolvél@l ou 6leo, sédo sélidos e, portanto
sao facilmente recuperados no final da reacédo.esEsatalisadores podem superar
alguns dos principais problemas do uso de catalisad homogéneos como a
necessidade de purificacdo e tratamento de efsiem@ntaminados com o0s

catalisadores. Além disso, o glicerol produzidme&lor e possui uma pureza elevada
de 95% (BOURNAYet al, 2005).

Métodos ndo cataliticosE possivel conduzir a transesterificacdo na ausédei um

catalisador, uma estratégica que requer altas Gaes@0 MPa) e altas temperaturas
(350°C) (DASARIet al, 2003). A aplicacdo de solventes em condi¢desrstificas ou
proximas ao seu ponto critico € baseada na obseregerimental da caracteristica que
muitos gases apresentam melhora significativa no m®ler de solubilizacdo quando
submetidos a altas pressées (McHGHH e KRUKONIS4)1.99

Catélise EnzimaticeE a mais atraente, pois pode evitar formagao lo&osa o processo

de purificacdo € simples de realizar. Alcodlise tdglicerideos com uma lipase é
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considerada uma das reacdes mais eficazes pamdacgo de biodiesel. No entanto,
eles sdo menos utilizados comercialmente devidmaior tempo de reagcdao e maior
custo (LEUNGet al, 2010 e BALAT E BALAT, 2010). A Tabela 1 apretera

producao de biodiesel catalisada por algumas eszima

Tabela 1 -Producéo de biodiesel catalisada por enzimas

Condicao
Substrato Enzima operacional Aceitador de acilo Produc¢éo(%)
Oleo vegetal Lipozyme TL IM 25°C, 7h Etanol 84
Oleo vegetal Novozym 435 25°C, 7h Metanol >99
Microalga Candida SP. lipase IM  38°C, 12h Metanol 98
Oleo de colza C.rugosa 37°C,24h 2-etil-1-hexanol 97
Oleo de soja Novozym 435 40°C, 14h Acetato de Metila 92
Oleo de soja P.fluorescens 35°C,90h Metanol 80
Oleo de soja C. rugosa 35°C,90 h Metanol 80
Oleo de girassol R. miehei 40°C, 48h Metanol 95,5
Oleo de girassol IM C.antarctica 50°C, 12h acetato de etila 63,3

Fonte: adaptada de Christopleeal(2014).

A sintese de biodiesel utilizando enzimas, tais cata Candida antarctica,
Candida rugosa, Candidap, Pseudomonas cepacia, Rhizomucor mid€higiozyme
RMIM), Pseudomonas fluorescens, Pseudomos@as Pseudomonas lanuginosies
Thermomyceg bem relatado na literatura (LUSD al, 2006;JEONG e PARCK, 2007;
SHAH e GUPTA, 2007; SHAO et al., 2008; SANTIN, 20.18s lipases provenientes de
fungos sdo mais utilizadas para a transesterifica@a parametros 6timos para o uso de

uma enzima especifica dependem da origem e da fag&uuda lipase.

Estudos estdo sendo realizados para a otimizacéiocaladicbes de reacdo
(temperatura, solvente, pH, razdo molar alcool/6tedipo de micro-organismo que
produz a enzima, etc), a fim de estabelecer ascteaisticas adequadas para um
processo de producéo industri@k primeiros trabalhos sobre aplicagéo de enziras p
sintese de biodiesel foram realizados com éter elglpo empregando o 6leo de
girassol como matéria prima e lipases de variagens. Das lipases investigadas,
apenas trés foram capazes de catalisar a alcos¢isdp que o melhor rendimento foi
obtido com a enzima imobilizada a partir da baat®seudomonasp. Quando o
processo foi repetido sem o solvente, empregandanolecomo alcool para a reacéo,

um rendimento em ésteres de apenas 3% foi obsereadoanto com etanol absoluto,
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etanol 96% e 1-butanol, as conversdes variaram (de B2% (MITTELBACH e

TRATHINIGG, 1990).

2.3.1 Parametros que devem ser considerados nas reacoesthnsesterificacao

Temperatura A literatura mostra que a taxa de reacdo é fomégnimfluenciada pela
temperatura da reacdo. A transesterificacdo podeescem diferentes temperaturas,
dependendo do tipo de 6leo. Contudo, normalmerdg@@ uma temperatura proxima
ao ponto de ebulicdo do alcool (DARNOKO e CHERYAR2Q00; BARNWAL e
SHARMA, 2005). Temperaturas mais elevadas podenmdima viscosidade do 6leo e
resultar em um aumento da taxa de reacédo e um tdenpEacao mais curto. Em relacéo
a sistemas enziméticos, a temperatura 6tima deagieré funcdo da enzima a ser
utilizada como catalisador da reacédo (NASCIMEN&Gt@I, 2004).

Tempao A conversdo aumenta com o tempo de reacdo. Okzadtaes homogéneos
basicos precisam de tempos de reacdo menores quatalzadores acidos e 0s
heterogéneos. As condi¢bes de temperatura e preles@m se moderadas para 0s
catalisadores acidos e basicos (MA e HANNA, 199ara sistemas utilizando
catalisadores quimicos, a completa converséo thnsse geralmente atingida em torno
de 20 minutos de reacdo. No método enzimatico calwerstes organicos, a reacao

atinge conversdo maxima em 5 horas de reacdo (FACX004).

Razao MolarUm dos fatores mais importantes que afetam o resrdionda producao
de éster € a razdo molar de alcool e trigliceriderazao molar esta associada ao tipo
de catalisador usado. Reacdes catalisadas porré&cjderem o uso de elevadas relacdes
molares alcool/6leo vegetal, a fim de obter bomsliraentos de produto em pequenos
tempos de reacdo. Entretanto, os rendimentos deregstndo aumentam
proporcionalmente com a razdo molar. Por exempm p metandlise de 6leo de soja
usando acido sulfarico, aumenta de 77% usando ami molar de 3,3:1, para 87,8%
para uma razao de 6:1. Altas relacbes molares dé B@stram uma melhoria
moderada, até se alcancar um valor maximo de cefwete 98,4% (LOTERGt al,
2006).

Conteudo de acidos graxos livres: A quantidadectioa graxos livres nos Oleos € um

fator importante na reacdo quando catalisada p@H\gois serd maior o rendimento

para a neutralizacdo. O contetudo de 4gua dos ftesgdeve ser muito baixo, pois pode
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alterar a rota da reacao (hidrélise), o que aumeangaviscosidade final do produto,
dificultando o processo de separacédo (DALLA ROSH6).

Catalisadores: A concentracao de catalisador puéeferir o rendimento da produgéo
de biodiesel, segundo Leumg al. (2010). O catalisador alcalino é comumente mais
utilizado porque possibilita um menor tempo de &eage comparado com catalisadores

acidos.

Velocidade de agitacd@ um fator critico pouco mencionado na literatjfiaque o0s

reagentes constituem um sistema bifasico. Os &codio se dissolvem com
triglicerideo a temperatura ambiente e a mistunge d&r agita mecanicamente para
permitir a transferéncia de massa. Sendo assim \eamlanais se encontram estudos
relacionados a velocidade de agitacdo (ANGARETAL, 2012).

2.4 Fluidos pressurizados

A combinacdo das propriedades das fases liquidapery caracteristica do
estado supercritico, ocorrem de uma forma extremiameantajosa para a utilizacédo
dos FSC (fluido supercritico) como solventes. O€ BSssuem densidades proximas a
dos liquidos, o que fortalece as suas proprieda@esolvente. Por outro lado, a
viscosidade, a difusidade e a tensdo superficisdsgptam valores proximos aos do
estado gasoso, 0 que torna as propriedades depdremsbastante favoraveis ao
processo. Todas estas propriedades singulares faimsn FSC meios bastante

interessantes para reagcdes quimicas (OLIVEIRA, 1999

O uso de fluidos pressurizados como solventes neaigbes quimicas pode ser
uma rota promissora no sentido de eliminar tragosalvente dos produtos reacionais.
Segundo Kneet al. (1998), Heet al. (2007) e Knezt al. (2014) este método apresenta
vantagens em relacédo as demais metodologias afaeasipara producao de biodiesel,
dentre as quais podem ser destacadas:

* Os processos de purificacdo sdo muito mais simpgiegdo a possibilidade de
evitar o uso de solventes organicos; obtendo posdobm elevado grau de
pureza.

» Consumo de energia mais baixo devido as baixasdetyas utilizadas durante
0 processo.

« Tempo de reacdo menor do que a reacdo catalitiediciobnal de

transesterificagdo, visto que a taxas de transter@e massa s&o mais eficientes.



14

» Matérias primas de baixa qualidade podem ser ugaie método, uma vez que
elevados teores de acidos graxos livres e aguam@sentam efeito negativo na
reacdo. O teor de agua e de acidos graxos liviessds inferior a 0,06% (m/m) e
0,5% (m/m) respectivamente, na transesterificaaalisada por bases.

Comparando a outros gases, o didéxido de carbong)(ed sido largamente
estudado para ser utilizado como meio solvente eandes enzimaticas, porém o seu
uso em reacdes enzimaticas que utilizam o6leos asgebmo substrato, apresentam
algumas limitagBes quanto a solubilidade de tampustos e no que diz respeito a
atividade/estabilidade de algumas lipases, pois saeacteristicas hidrofilicas podem
afetar negativamente a enzima (OLIVEIR&A al, 2006; NDIAYE et al, 2006).
Referente a este aspecto, as propriedades do prepantam vantagens sobre 00O
as pressdes envolvidas na extracdo de 6leo utlizaropano sdo mais baixas do que
aguelas com C§ a solubilidade de 6leos vegetais em,G@percritico € mais baixa se
comparada com a solubilidade em propano, pois pamm liquido ou pressurizado é
completamente miscivel no 6leo em temperatura artei¢lLLESet al, 2000; ILLES
et al. 1997; BRAVI et al, 2002; HEGELet al,2007; FREITASet al, 2008;
PEDERSSETTIlet al, 2011). O que implica em um sistema mais aproprigara a
realizacdo das reacdes enzimaticas a partir de vksgetais (OLIVEIRAet al, 2006 e
LANZA et al, 2005).

Oliveira et al. (2006) investigaram a influéncia da temperatura {35°C),
presséo (10 — 250 bar), tempo de exposicao (1 }edtaxa despressurizagao (2 —
50 bar/min para propano e n-butano e 10 — 200 Kgim para CQ) na atividade de
esterificacdo das enzimas Novozym 435 e LipozymeQOil resultados mostraram que
ambas as enzimas apresentaram uma perda sigudicii atividade na presenca de
diéxido de carbono. Para os demais gases, a Lippaiinteve apenas uma pequena
perda da atividade, enquanto que a Novozym 435usvganho de atividade quando

submetida ao propano e n-butano.

Altas conversfes em ésteres sdo relatadas parasamsbsistemas, no entanto,
requer a utilizacdo de altos percentuais de enaomaeio de reacdo em relacdo a massa
dos substratos. Dalla Rosé al. (2008) apresenta a obtencéo de biodiesel de soja e
propano com a enzima comerchibvozym 435Conversdes completas da reacdo séo

relatadas em tempo de reacao de 6 h, utilizand®%8 én/m) de enzima, porém quando



15

visto pelo aspecto de um menor tempo de reacamaentracao de 20 % de catalisador
torna-se apreciaveNo emprego de propano pressurizado, a razdo selgabstrato
necessaria para que boas conversfes de éstempsasigjgidas é de 2:1 conduzindo a

conversoes de até 82% em ésteres.

Segundo Bursamarelleet al. (2010), a catalise enzimatica em propano
pressurizado pode ser uma alternativa potenciatefras técnicas convencionais para a
producdo de biodiesel, uma vez que foram obtidas lbonversdes de éster etilicos de

soja (92% m/m) em condicdes de temperatura (65p03%sa0 (50 bar) moderadas.

2.4.1 Matéria prima para a producéo de biodiesel

A principio toda a substancia que possui triglieos ou acidos graxos em sua
composicao, pode ser usada para a producdo dess@bdA composicdo de &cidos
graxos na matéria prima para a producéo de biddede fundamental importancia. As
caracteristicas fisicas dos acidos graxos saondieztas pelo comprimento das cadeias

e namero de ligacdes duplas que elas contém.

A literatura ndo descreve uma classificagéo ofiaila biodiesel, alguns autrores

o classificam a partir da matéria prima utilizadsapa sua producao:

Biodiesel de primeira geracao

As matérias primas que se enquadram na primeiagg@erde biodiesel sdo as
que podem ser utilizadas também na alimentagcdop ddeos comestiveis, entre elas
estdo a canola, soja, palma e girassol. Atualmaate de 95% do biodiesel € produzido
a partir de 0leos comestiveis, 0 uso destas faateggerado problemas, devido ao seu
impacto sobre os mercados globais de alimentosgnulmd assim afetar a seguranca
alimentar (BRENNAN e WENDE, 2010). Por exemplo,npale soja sao culturas cujos
Oleos sdo uma parte vital da alimentacdo humarsaui@eas culturas alimentares para a
producdo em grande escala de biodiesel poderiartdesequilibrio para o mercado
mundial de alimentos (GUdt al, 2008). Além disso, a oferta de 6leo é limitauko
sendo possivel alcancar as duas demandas, prodacéleo para fins comestiveis e
para a producdo de biodiesel. Assim, a sua utdizagpmo um biocombustivel pode
causar competicdo com o mercado de Oleo comestiveientado o custo dos oleos

comestiveis e do biodiesel (KANSED& al, 2009). Podendo ocorrer desequilibrio
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ecologico, pois diversas areas estdo sendo destfideess para fins de plantio, para tentar

suprir as demandas.

Biodiesel de segunda geragéo

Para reduzir a dependéncia do 6leo comestiveh®itntes de matérias-primas
nao alimentares vém sendo estudadas, tais comwigimanso, jojoba, a sementes do
tabaco, residuos de 6leos de cozinha, gordurastiurante e gorduras animais, para a
utilizagédo na producao de biodiesel de segund&@er&liminando a concorréncia com
0S recursos alimentares, além disso, os subproguddem ser reaproveitados em
processos quimicos ou queimados para geracdo de e€aknergia (ANTUNES e
SILVA, 2010).

A conversao do 6leo ndo comestivel em biodieseingparavel com a de 6leos
comestiveis, em termos de producéo e qualidadeZ{RéNal, 2009). Contudo, como
no caso dos biocombustiveis de primeira geracaf@rdacde matéria-prima oferecida
ndo € suficiente para alcancar a demanda de bébdirstente (ANTUNES e SILVA,
2010).

Biodiesel de terceira geracao

Matérias primas de terceira geracdo para a proddeadbiodiesel, que séo
derivadas a partir de microalgas, tém emergido coma das mais promissoras fontes
alternativas para a producéo de biodiesel, porguesantam uma grande eficiéncia
fotossintética para a producdo de biomassa, maite®as de crescimento e

produtividade em relacao as culturas convencigRdGHMOND, 2003).

Desse modo, a producéo de biodiesel de terceirac@erapresenta algumas

vantagens como:

Nao afetam diretamente a cadeia de abastecimemenghr humana.

* As microalgas ocupam uma area de terra bem meoogjautros cultivos.

» Reproducéao rapida com alto rendimento de 0leo.

* As microalgas podem ser cultivadas em varios angseqgue sdo inadequados
para o cultivo de outras culturas, tais como agalgasa ou terras nao
cultivaveis (PATIL et al, 2008) que sao inadequados para agricultura
convencional. Além disso, podem ser cultivadas areridas ou em biorreatores
(JANAUM e ELLIS, 2010).
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* Microalgas produzem valiosos co-produtos ou subpos] tais como
biopolimeros, proteinas, hidratos de carbono e &$sian residual, que podem ser
utilizado como alimento ou fertilizantes. Além dis® cultivo de microalgas
nao exige herbicidas nem pesticidas (RODO&tRl, 2009).

* Microalgas séo fixadoras de ¢@a atmosfera, contribuindo para a reducdo nos
niveis de poluicdo. Além disso, a producdo de bgsamale microalgas afeta a
biofixacdo de C@dos residuos (CHISTI, 2007; RODOL#&t al., 2009).

* Os lipideos extraidos das microalgas sao na suarimaeutros, devido ao seu
elevado grau de saturacdo e a sua acumulacao hdasc#ga microalga em
diferentes fases de crescimento (dependendo daeystiornando os lipideos
das microalgas um substituto potencial para o cethial diesel (McGINNIS:t
al., 1997; DANQUAHEet al, 2009).

A Tabela 2 apresenta dados de diferentes cultuiigadas para produzir
biodiesel. Verifica-se que, embora os teores de sgam semelhantes entre plantas,
sementes e de microalgas, existem variacOes sigtiv@as na produtividade de
biomassa total e rendimento de 6leo resultanterodupividade de biodiesel, com uma
clara vantagem para microalgas. Em termos de userda as microalgas seguidas do
Oleo de palma sao claramente vantajosos devida énaior produtividade de biomassa

e rendimento de 6leo.

2.5 Microalgas

Microalgas sao algas microscépicas comumente erca® em sistemas de agua
doce e marinhas. Sao organismos fotossintéticos epti@o atraindo um ndamero
crescente de interesse para aplicacdes indudtial,como a producdo de produtos
guimicos especiais e suplementos nutricionais (ClHEAL, 2009). O termo microalga
engloba uma série de micro-organismos de natuiistatd, incluindo tanto organismos
eucaridticos (algas verde, vermelhas, diatomaceasdiroflagelados) quanto
procarioticos (algas verdes-azuladas ou cianobas}é{MADIGAN et al, 2004;
TOMASELLLI, 2004).
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Tabela 2 - Comparagéo entre as diferentes culturas uttizgoara a producdo de
biodiesel.

Teor de dleo . Producao de
. Rendimento Uso de terra L
(% 6leo em . biodiesel (kg
Fonte Vegetal Oleo (L (m2ano/kg S
PESOPOr  goohaano)  biodiesel) ~ Clodiesel/ha
biomassa) ano)
Milho (Zea mayd..) 44 172 66 152
19( Palma Elaeis guinees)s 36 5366 2 4747
< Soja Glycine ma4..) 18 636 18 562
o
I(.IDJ Camelina Camelina sativa..) 42 915 12 809
<, Canola Brassica napus.) 41 974 12 862
Girassol Helianthus annuus.) 40 1070 11 946
Mamona Ricinus communjs 48 1307 9 1156
é Pinhdao mansalatropha curcasL) 28 741 15 656
&
g, Maconha Cannabis sativd..) 33 363 31 321
o Microalga (baixo teor de 6leo) 15 58.700 0,2 51.927
S
é Microalga (médio teor de 6leo) 50 97.800 0,1 86.515
&
g Microalga (alto teor de 6leo) 70 136.900 0,1 124.10

Fonte: Mataet al, (2010), adaptado pelo autor.

As microalgas constituem um grupo extremamente régdaeo, sendo
encontradas em todo o mundo, principalmente emeartds aquaticos, mas também na
superficie de todos os tipos de solos. Embora sammalmente organismos de vida
livre, algumas espécies podem viver em associagdudica com outros organismos
(TOMASELLI, 2004). Sao responsaveis por produzirogagnadamente metade do
oxigénio atmosférico e usam simultaneamente, oidldxle carbono para crescer
fotoautotroficamente (TABATABAEIAet al, 2011).

Estima-se que existem cerca de 200.000 - 800.00€cies dos quais apenas
35.000 espécies sdo descritas. Mais de 15.000 noewgostos provenientes da
biomassa de algas foram quimicamente determina@dsRDOSO et al, 2007).
Durante os ultimos 50 anos, tem se realizado umvasiiyacdo extensiva nas
microalgas, como elas podem ser usadas numa gvamnéelade de processos, para a

fabricacdo de muitos produtos importantes na ecan(®P OLAOREet al, 2006).

As microalgas sao classificadas atendendo a sumepigcao, ciclo de vida e
estrutura celular (SHEEHABM al, 1998, HUet al, 2008) como segue:
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» DiatomaceasRacillariophyceag Sao predominantes no fitoplancton marinho, mas
podem ser encontradas em agua doces e salobrasylagucarbono em forma de
Oleos naturais.

* Algas Verdes Chlorophyta¥. Sdo abundantes na agua doce sendo que o ptincipa
produto da sua acumulacdo € o amido, poréem emscewtadicdes podem produzir
Oleos.

» Algas azuis-verdesCyanophycege S&o parecidas com bactérias em estruturas e
organizacéo sendo queSairulinaé o tipo mais conhecido.

» Algas douradas@hrysophycede Estes tipos de algas sdo similares as diatoreacea
no entanto elas aparecem principalmente nas aguas & produzem 6leos naturais
e carboidratos como produtos de sua acumulacao.

« Algas verdes-amarelaX&nthophycege

« Algas vermelhasRhodophycege

« Algas marronsfhaeophycege

» DinoflageladosDinophycag.

« PicoplanctonRrasinophyseae e eustigmatophyseae).

Destas, as algas verdes sdo as que possuem migncipbpara a producéo de
Oleos os quais sdo constituidos principalmenteapmlos graxos ndo saturados, cuja a

principal base é o glicerol (LORét al, 2012).

Chlorophytas

O grupo dasChlorophytasou algas verdes constitui 0 mais diversificado de
todas as algas, tanto na morfologia quanto norigst@le vida, compreendendo cerca
de 7000 espécies. Possuem clorofilas A e B, aléroadateno e varias xantofilas. A
parede celular é composta por celulose e, assino enplantas superiores acumulam
amido @-1,4-glicano) como carboidrato de reserva. Apresantloroplastos envoltos
por um envelope de duas membranas, sem reticulopkstnatico, e dentro dos
cloroplastos, tilacdides empilhados formando gramas representantes deste grupo
habitam os mais diferentes nichos, estando presdatéo em aguas doces quanto
marinhas, além de ambientes terrestres. O gruplolEngepresentantes macroscopicos
e microscopicos e, na classe @dorophyceagonde predominam os organismos de

agua doce, encontram-se a ordehtorococalescaracteriza por organismos flagelados,
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livres ou em colbnias, onde se situa o gen€hdorella sp. (CHAPMAN, 1977,
RAVEN et al, 1992; BARSANTI e GUALTIERI, 2006; VASCONCELOSQ22).

Chlorella

O nomeChlorellavem da palavra gregzhloros que significa verde, e o sufixo
latino ella se refere ao seu tamanho microscépico. E uma ahiEounicelular que
cresce em 4gua doce e tem sido encontrada nadesde o periodo pré-cambriano a
mais de 2 bilhGes de anos atras e desde entdo iategeadade genética manteve-se
constanteChlorella vulgaris é capaz de acumular quantidades importantes idiokp
especialmente depois de privacdo de nitrogénio, com perfil de acidos graxos
adequado para a producgao de biodiesel (CONVERAII,&£009, ZHENG et al., 2011).

Chlorella vulgaris

A espécieChlorella vulgarisé uma microalga unicelular que habita agua doce
ou meios estuarinos, pertencente a divi€ddorophyta, ordem Chlorococcalese
familia Oocystaceaeutiliza a energia da luz e diéxido de carbono paescer, com
maior eficiéncia fotossintética e producdo de bisaado que plantas terrestres, na
Figura 4 e apresentada a imagem da micro&fborella vulgaris Pode formar
colénias, acumular pigmentos como clorofila a p-baroteno e xantofilas. A sua forma
de reserva de carbono intracelular é constituido goido. Algumas espécies de
microalgas sob condicbes ambientais adversas, cesti@sse nutritivo (falta de
nitrogénio ou fésforo), podem acumular lipideos Akl e WU, 2006; WILSON e
HUNER, 2000).



21

Figura 4 - Chlorella vulgaris

Fonte: http://botany.natur.cuni.cz/algo/CAUP/H1968lorella_vulgaris.htm

Chlorella wvulgaris cultivada em condicbes ideais se multiplica por
autoesporulacdo que é a reproducdo assexuada onaisncem algas, quatro células-
filhas tem sua propria parede celular formada erhdds no interior da parede celular
da célula mée. Apos a maturagdo destas célulam+ierénadas, a mae rompe a parede
celular, permitindo a libertagdo das células filla® restante da célula-mée sera
consumido como alimento pelas células-filhas ret@madas (YAMAMOTOet al,
2004; YAMAMOTO et al., 2005; SAFkt al, 2014).

2.5.1 Microalga como matéria prima para producédo de biodesel

As primeiras iniciativas de cultivo de algas datdws anos 1950, em instalacdes
montadas na cobertura de edificios do Institutd etmologia de Massachusetts (MIT).
Durante os anos 1950 e 1960 verificou-se a pogkli de obter combustiveis a partir
das algas (KAJANet al, 1994). O interesse no uso de microalgas paragi@se
renovaveis aumentou em 1970 durante a primeira dospetrdleo (SPOLAOREt al,
2006). Nos anos 1980 foram desenvolvidos progradeapesquisa nesta area nos
Estados Unidos, Tchecoslovaquia, Alemanha, Isfaediralia, Peru e Cuba (KAJABK
al., 1994).

A falta de estabilidade dos pregos do petroleodiesisua escassez, aliado com
a necessidade de reduzir as emissdes de gasentpslaen efeito estufa, e o alto valor
do biodiesel produzido com matéria prima de priemeisegunda geracéo, desperta um
novo interesse na producao de biodiesel utilizanooalgas, matéria prima de terceira
geracdo (BARCLAY, 2005; KANEL e GUELCHER, 1999). Bara ndo seja rentavel
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ainda para competir com o diesel fossil sem apdigianal, como subsidios do
governo, pesquisas, tanto na area académica guamolustrial, estdo sendo realizadas
para transforma-lo em um biocombustivel economicdeneviavel (KANEL e
GUELCHER, 1999; YOKOCHEt al,, 2003; BlJLet al, 2004).

A Figura 5 apresenta o fluxograma dos processbzadatos desde o crescimento
da microalga até a producdo do biodiesel. Depemdéindtipo de processo algumas
etapas podem nao ser realizadas. Os processostijmanu biomassa Umida, nao
necessitam do processo de secagem, da colheitalinid para a extracdo, na
transesterificagcdo direta elimina-se a etapa dagio.

Figura 5 - Fluxograma do processo utilizado desde o crest¢ondm microalga até a

producéo do biodiesel.

lluminagao Aiustad
. Temperatura aunﬁisr:;raos tgg;ade
Crescimento |™ o .- e lpideos
I Nutrientes
Colheita =
|
Secagem Extragao com
biomassa umida
I
Transesterificagcao -
in situ &= Extragcdo —
|
Producéo de

Biodiesel

FONTE: Autor

Durante o crescimento pode-se induzir o acumulquéetidade de substancias
lipidicas em muitas espécies de microalgas contrifoupara a obtencdo de 6leo com
alto rendimento (SHEEHANMNt al, 1998). O teor de lipideos médio em microalgasgmva
entre 1 e 70%, mas sob certas condi¢cbes algumésiespodem alcancar 90% do peso
seco (Llet al, 2008; CHISTlet al, 2007; SPOLAOREet al, 2006), apresentando uma

Otima alternativa para obtencéo de biodiesel argia$sa biomassa.
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A Tabela 3 apresenta o conteudo lipidico, o pkpgiitlico e de produtividade de
biomassa de diferentes espécies de microalgasudednge e marinhas, mostrando as
diferencas entre varias espéciesd€thl, 2008; RINCHMOND 2004; RENAURt al,
1999; CHISTIet al, 2007; RODOLFEt al, 2009; SPOLAORI€t al, 2006).

Diferenca nutricional e fatores ambientais de ealfpodem afetar as fases de
crescimento e a composicdo de acidos graxos. Estizahobém relataram diferencas
entre a composicéo de acidos graxos de variasiespizalgas (OTLES e PIRE, 2001;
POISSONet al, 2002; PRATOOMYO'et al, 2005; NATRAHet al, 2007; HUet al,
2008; GOVEIA e OLIVEIRA, 2009).

Diferencga nutricional e fatores ambientais de ealfpodem afetar as fases de
crescimento e a composicdo de acidos graxos. Estizshobém relataram diferencas
entre a composicéo de acidos graxos de variasiesmialgas (OTLES e PIRE, 2001;
POISSONet al, 2002; PRATOOMYO'et al, 2005; NATRAHet al, 2007; HUet al,
2008; GOVEIA e OLIVEIRA, 2009).

Seja em ambiente natural ou em cultivos, o cresdimmde uma populagéo de
microalgas é resultado da interacdo de fatoregdimms, onde as taxas metabdlicas das
espécies e a influéncia de outros organismos séeidayadas; de aspectos fisico-
quimicos, como iluminagdo, temperatura, salinidadenutrientes sdo retratados
(RAVEN, 2001).

ApoOs a colheita e a secagem das microalgas segueesepimento celular das
células de microalgas para a liberacdo dos metabdlie interesse. Varios métodos
podem ser utilizados, dependendo da parede celatamicroalgas e sobre a natureza
do produto a ser obtido por acdo mecanica (por pkerhomogeneizadores de células,
moinhos de esferas, ultrassom, autoclave e secpgespray) ou de acdo ndo-mecanica
(por exemplo, congelamento, solventes organicosgud osmotico e reacdes acido-

base e enzimatica).
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Tabela 3 —Conteudo lipidico e produtividade de biomassadifesentes espécies de

microalgas.
Area
Espécies de microalgas ~ Produzida de  volume em producio Conteddo lipfdico Producéo
marinhas ou de agua doce ~ biomassa  ge hiomassa (g/L/dia) % peso seco de lipidica
(g/m2/dia) biomassa (mg/L/dia)
Ankistrodesmus sp. 11,5-17.4 _ 24,0-31,0 _
Botrycocus braunii 3 0,02 25,0-75,0 _
Chaetoceros muelleri - 0,07 33,6 21,8
Chaetoceros calcitrans - 0,04 14,6-16,4/39,8 17,6
Chlorella emersonii 0,91-0,97 0,036-0,041 25,0-63,0 10,3-50,0
Chlorella protothecoides — 2,0-7,7 14,6-57,8 1214
Chlorella sorokiniana - 0,23-1,47 19,0-22,0 44,7
Chlorella vulgaris 0,57-0,95 0,02-0,20 5,0-58,0 11,2-40,0
Chlorella sp. 1,61-16,47/25 0,02-2,5 10,0-48,0 42,1
Chlorella pyrenoidosa 72,5130 2,90-3,64 2 _
Crypthecodinium cohmii — 10 20,0-51,1 _
Dunaliella salina 1,6-3,5/20-38 0,22-0,34 6,0—25 116
Dunaliella primolecta 14 0,09 23,1 _
Dunaliella tertiolecta — 0,12 16,7-71,0 _
Dunaliella sp. - _ 17,5-67,0 33,5
Ellopsoidion sp. - 0,17 27,4 47,3
Euglena gracilis — 7,7 14,0-20,0 _
Haemacocus pluvialis 10,2-36,4 0,05-0,06 25 _
Isochrysis galbana — 0,032-1,60 7,0-40,0 _
Isochrysis sp. — 0,08-0,17 7,1-33 37,8
Monodus subtarraneus - 0,19 16 30,4
Monallanthus salina 12 0,08 20,0-22,0 _
Nannochloris sp. - 0,17-0,51 20,0-56,0 60,9-76,5
Nannochloropsis oculata - 0,37-0,48 22,7-29,7 84,0-142,0
Nannochloropsis sp. 1953 0,17-1,43 12,0-53,0 37,6-90,0
Neochloris oleobudans - _ 29,0-65,0 90,0-134,0
Niltzschia sp. 8,8-21,6 _ 16,0-47-0 _
Oocystis pusilla 40,6-458 _ 10,5 _
Pavlova salina - 0,16 30,9 49,4
Scenedesmus obliquus — 0,004-0,74 11,0-55,0 _
Scenedesmus quadricauda - 0,19 1,9-18,4 35,1
Scenedesmus sp. 2/43-13,52 0,03-0,26 19,6-21,1 40,8-53,9
Skeletonema sp. — 0,09 13,3-31,8 27,3
Skeletonema costantum - 0,08 13,5-51,3 17,4
Spirulina plantensis 1,5-14,5/24-51 0,06-4,3 4,0-16,6 _
Spirulina maxima 25 0,21-0,25 4,0-9,0 ~
Thalassiosira pseudémona - 0,08 20,6 17,4
Tetraselmis suecica 19 0,12-0,32 8,5-23 27,0-36,4
Tetraselmis sp. - 0,3 12,6-14,7 43,4

FONTE: Mataet al. (2010), adaptado pelo autor.
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As algas como matéria prima para o biodiesel emt@i@stagios preliminares de
pesquisa, mas mostram um imenso potencial paracafealternativas como matéria
prima para combustiveis de nova geragdo. A qualdiate lipideos produzidos por
microalgas em relacdo ao peso seco da biomassa spodie 15 a 300 vezes maior do
que o derivado de plantas. No entanto, seu cuftiegtracdo de Oleo, juntamente com
otimizacdo de parametros importantes (luz, pH, &atpra, nutrientes) para um
elevado rendimento de 6leo com baixo custo é presemte um grande desafio (XIN
et al, 2010; SINGHet al, 2014).

ApoOs a producéo da microalga é necessario a ertigaleo caso o biodiesel
nao for produzido por transesterificacdo diretant@sodos de extracdo empregados no
passado eram bem simplificados e os produtos ab#dmartir destes nem sempre eram
Oleos 100% puros. Além disso, as caracteristicasmdéleo podem mudar conforme o
método empregado, tendo em vista que as suas gatades quimicas poderdo ser

totalmente alteradas, dependendo das condictea algLé submetido (SILVA, 2006).

Nas primeiras décadas do século XX utilizavam-sngas para extracdo de
oleaginosas, que, embora extraissem um 6leo deumialade, deixavam residuos no
material sélido. Tais residuos implicavam na petdadleo, afetando a qualidade da
torta, que é também um dos produtos efluentes tlatex (BOSS, 2000). Atualmente, a
quantidade de solvente usada pelas industrias ecegsos de extracdo convencional €
estimada em aproximadamente, um milhdo de tonelpdasano (MENDESet al,
2007).Para extracdo do Oleo normalmente € utilizado solvente e realizada
diretamente a partir da biomassa liofilizada, par e m método de extracdo rapido e
eficiente, reduz pouco a degradacdo. Varios sagepbdem ser utilizados, tais como
hexano, etanol (96%), ou uma mistura de hexanamok(96%), sendo possivel se
obter até 98% de extracdo quantitativa de acidagogr purificados (RICHMOND,
2004). A grande limitacdo do processo é a elimioai@ hexano apds a extracdo, e a
eventual degradacdo térmica do 6leo. Com issoystiseautores (BRUNNER 1994;
ACOSTAet al, 1995; MARRONEet al, 1998; ESQUIVELet al, 1999, HASSANet
al., 2000 ILLESet al.,2000; HEGELet al, 2007, HAMDAN et al, 2008, FREITAS:t
al., 2008. DONGet al, 2008) tém proposto a substituicdo do processbcional pelo
processo de extragdo com fluido supercritico. Igsmle ser explicado pelos
triglicerideos serem facilmente soluveis em ,@&0percritico a 40°C e em pressdes
proximas de 280 bar (REVERCHON e MARCO, 2006).
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A extracdo com fluido supercritico € definida poilldms (1981), como sendo
uma operacao unitaria, onde sdo empregados savaotma de seus pontos criticos
para extrairem componentes solluveis de uma mistera. sido amplamente estudada
em diversas areas do conhecimento, tendo comoqgdestasua utilizacdo na extracédo

de compostos de fontes naturais.

Mubaraket al (2015) em uma revisdo sobre métodos de extrdgdmeo de
microalga eles comparam os métodos de extracdais g8 vantagens e desvantagens
que cada método relatado no estudo. A Tabela 4eamiee a comparacao entre os
métodos de extracdo para varios tipos de microalgsendo diferentes solventes e
diversas condicdes de operagcao. A Tabela 5 desquare as vantagens e desvantagens
dos diferentes métodos estudados.

O grande desafio para a producéo industrial e coaleacado do biodiesel a
partir de microalgas € o alto custo de extracaaldo da microalga para apos ser
convertido em biodiesel. Wahidit al. (2014) e Lardoret al. (2009) relataram que
90% de energia consumida para a conversdo de babdie partir da biomassa de
microalgas esta no processo de extracao de lipiNegentativa de reduzir o consumo

de energia pode se utilizar a transesterificag&itu que reduz uma etapa do processo.

2.6 Transesterificago in situ

A transesterificacam situ combina a etapa de extracdo do 6leo com a reacédo d
transesterificacdo fazendo tudo em uma Unica etsipaplificando o processo de
conversdo, reduzindo o niumero de operacdes usitérias custos do produto final
(biodiesel) (HAAS e WAGNER, 2011). De acordo comSalamet al (2016) a
transesterificacaan situ demonstrou-se tecnicamente viavel para variascespéle
microalga marinhas e de agua doce. No entanto @bsgrvaram, uma grande
desvantagem em relacdo a razdo molar metanol:dle@ dpastante elevada para obter

um rendimento desejado, podendo chegar a 1000: 1.



Tabela 4 -Métodos de extracdo de 6leo de microalga
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MétodoNde Solvente usado Condicbes de oeera(;éo (temperatura, Microalga usada Rendimento Lipidio
extracao pressao, tempo) (%)
Supercritico CO, e etanol 40°C, 35 MPa, 30 min Shizochytrium limacinum 33,9
CO, Pavlova sp. 34
N-Hexano 40°C, 0,1MPa, 18 h Shizochytrium limacinum 45
Diclorometano Nannochloropsis oculata 9
N-Hexano Nannochloropsis oculata 5,79
Soxhlet Etanol Nannochloropsis oculata 40,9
N-Hexano Pavlova sp. 45,2
Eter de petroleo Nannochloropsis oculata 8,2
Etanol Synechocystis PCC 6803 48
Hexano/etanol 200°C, 0,1 Mpa, 2h Synechocystis PCC 6803 52
Mistura de Hexanol/isopropanol Synechocystis PCC 6803 36
solvente Cloroférmio/metanol Synechocystis PCC 6803 50
Cloroférmio/metanol/agua Synechocystis PCC 6803 42
. N-Hexano 60°C, 10-12MPa, 10 min Nannochloropsis oculata 6,1
FImdp N-Hexano/prona-2-ol (2:1vol.%) Nannochloropsis oculata 20
pressurizado _
Etanol 96% Nannochloropsis oculata 36
Ultrassom - . . .
assistida Eter de petroleo Frequéncia 40 KHz, 1h Nannochloropsis oculata 3,3
Microalga Umida Hexano 90°C, 0,1 MPa, Chiorella e Scenedesmus 59,3

sp.

FONTE: Mubaraket al (2015).
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Tabela 5 -Vantagens e desvantagens de diferentes métodosrded® de 6leo de microalga.

Método Vantagens Desvantagens
Facil de usar, Grande quantidade de biomassa,
Prensa ~ :
N&o necessita solvente Processo lento
Ultrassom Redugdo do tempo de extracao, Alto consumo de energia,

Reducédo do consumo de solvente,

assistida . ~ Dificil de escalar
A uma maior penetracdo do solvente na parede celula
. - A filtracdo ou centrifugacéo s@o necesséarias panmver
Mais economico, & gag e
. ~ . o residuo sélido,
Micro ondas Reducéo do tempo de extracéo, . e
s ~ Micro ondas pode ser ineficiente quando o solvéote
assistida Reducéo do uso de solvente,

apolar ou volatil,

Melhora o rendimento de extracéo :
Gasta energia para recuperar o solvente

~ Simples e barato, Tempo de extracéo e longo,
Extracdo por i
Bom para pequena escala, Grande volume de solvente necessario, é téxico e
solvente AU , A
Alta eficiéncia inflaméavel
Reducéo do tempo de extracéo,
Sintonizavel solvatagdo devido a flexibilidade dedar de pressao e temperatura para maior
Supercritico seletividade, solvente de baixa toxidade, Alto custo do processo associado com a infraesaatu
P Equilibrio favoravel de transferéncia de massaidie&s propriedade de difusao e viciosidade operacgao
intermediario do fluido,
Producéo do extrato livre de solvente
le:rqalga N&o gasta energia para secagem da biomassa, Rettug&o de solvente A qualidade do I|p|de0 nao € tao boa quanto o que &
umida extraido de biomassa seca

FONTE: Mubaraket al (2015).
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2.7 Biodiesel a partir de microalgas

Varios estudos sobre transesterificacao diretanouwdeas etapas de diferentes
microalgas foram realizados na literatura. Nagléeenke (1990) analisaram dois
catalisadores, para a conversdo do 6leo de miamatgtalise acida (acido cloridrico,
HCI) e catalise alcalina (hidroxido de sédio, NgOHstes autores mostraram que o
uso de catalisadores acidos para a producdo deegsteetilicos de acidos graxos
(FAME) a partir do 6leo de microalgas resultou eaiares rendimentos do produto do
gue os catalisadores alcalinos sob as mesmas desdie reacao.

Na producéo de biodiesel da transesterificacadirméca baixo rendimento € um
dos principais desafios enfrentados Acredita-seagiansesterificacdo enzimatica pode
melhorar o rendimento do biodiesel. As enzimasmakor atuam na transesterificacdo
sado as lipases, elas podem ser categorizadas emclagses com base na sua
especificidade e seletividade como lipases espasifiosicionais; lipases especificas do
tipo de acidos graxos e lipases especificas pasadaterminada classe de acilgliceroéis
(mono- di-triglicéridos) (TEGt al, 2014).

Johnson e Wen (2009) testaram a producao de ba&bdiegartir de microalga
usando diferentes solventes (Metanol, cloroforinéxano e éter de petrdleo). Quando a
biomassa seca por congelameno foi utilizada comigrmagprima, o método de duas
fases resultou em 57% de rendimento de biodiesel lTase na biomassa de algas) com
um teor de éster metilico de acidos graxos (EMA&HE,37%. O método de uma fase
(com cloroférmio, hexano ou éter de petréleo usaadransesterificacdo) conduziu a
um elevado rendimento de biodiesel bruto, ao pgse@penas transesterificacdo a base
de cloroférmio levou a um elevado teor de EMAG. Qi a biomassa umida foi
utilizada como matéria prima, o processo de uméase resultou em um rendimento

muito inferior de biodiesel.

Ehimenet al., (2010) produziram biodiesel através de transésigaoin situ
da biomassa da microal@zhlorella, avaliando diferentes parametros de reacgéo entre
eles: temperaturas, razdo molar do alcool, temposiidade da biomassa. A melhor
conversao de EMAG obtida foi de 88% , ap0s umadeag 2 horas, utilizando uma
concentracdo de acido sulfarico de 0,04 mol, 56@01 de metanol e uma temperatura
de 90°C. A secagem da biomassa também foi obseesa@dssui um importante papel,
com o aumento no teor de umidade da biomassa,eb&ereducédo nos rendimentos de
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conversdo de EMAG. Portanto, a secagem de bionasda ser necessaria para a
producdo de biodiesel pelo processso situ. No entanto, o custo energético da
recuperacdo do excesso de reagentes (alcool)pres&sso, assim como 0 aumento nas
exigéncias de purificagdo EMAG, vem a limitar augiib de custos, uma das principais

razdes que favorece a utilizacdo do método dedsterificacaon situ.

Transesterificacdo direta da microalgBotryococcus braunicom refluxo
continuo de metanol foi estudada por Hidakgo al. (2015), mostrando um alto
rendimento FAME (~ 80%). A incorporacdo de hexanma co-solvente apresentou
um efeito positivo sobre o rendimento de FAME, passou de 82% (usando 104% v/v
de metanol) para 95% quando foi adicionado 47%) (d&v hexano. No entanto, a
seletividade para o lipideo ndo saponificavel, taso o ester6l aumentou, afetando
negativamente a qualidade do biodiesel.

A transesterificacdo nao catalitica foi estudadalpo et al, (2015), os quais
obtiveram um aumento na conversdo de 19,3% pa&®fuando utilizaram uma
razdo molar 6leo:alcool de 1:9, em 4 minutos dedeaa 200 bar, e a temperatura de
300 a 400°C. A microalga utilizada para o estud@afohlorella protothecoidesdNanet
al., (2015) otimizaram a producéo de biodiesel porseaterificacdo ndo catalitica com
metanol e etanol supercritico, usando a micro@lglarella protothecoidegncontrando
como condic¢des ideais de processo para EMAGs (remmdo 90,8 %) temperatura de
320°C, presséao 152 bar, razdo molar 19:1, tempxpesicao 31 min, e 7,5% em peso
de 6leo e para EEAGs (rendimento 87,8 %)°84Q70 bar, 33: 1, 35 por minutos, 7,5%

em peso.

2.8 Consideractes sobre o estado da arte

As microalgas tém vantagens sobre as fontes comvets de biocombustivel, ha
inUmeros relatos na literatura sobre a producduatiesel através da transesterificacédo
direta onde ocorrem extragdo e reagcdo numa Un@pa.etMas os métodos de
transesterificacdo direta relatados necessitam ararrteor de solvente para facilitar a
extracdo aumentando assim o rendimento. No inté&odiminuir a quantidade de
solvente utilizado durante a transesterificacacetdireste trabalho busca produzir
biodiesel a partir de biomassa de microalijdorella vulgaris fazendo uso de um
catalisador enzimatico (Novozym 435) associado a0 de fluido pressurizado

(propano).
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo serdo descritos 0os materiais e mgtotllizados, bem como os
procedimentos laboratoriais realizados durante s& fexperimental deste trabalho,

relacionados a producao de biodiesel enzimétitiaarido biomassa de microalga.

3.1 Especificagdo dos materiais

Para a realizacdo deste trabalho, foi utilizada lpszse comercial de origem
microbiana Novozym 43pb A lipase € produzida a partir déandida antarctica
imobilizada em resina acrilica macroporosa de tiéo#a, pela Novozymes Brasil/
Araucaria-PR. A enzima atua randomicamente nas s3¢f@es do trigliceridio. O
produto € constituido por particulas de formateresflal, com diametro de particula
entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de aproximadan#3@iekg/ni. Este produto é
fornecido com quantidade de agua entre 1-2%. AneaAlovozym 435 foi escolhida
com base no trabalho de Feihmantral. (2006), o qual ao avaliar o comportamento da
atividade de duas lipases (Novozym 435 e LipozyMg ém propano pressurizado,

observaram desempenho superior da enzima Novozgm 43
Como substratos foram utilizados:

. Biomassa de microalg&hlorella vulgaris (seca) cedida pela Universidade

Federal de Pelotas utilizada para o experimeniomprar;

. Biomassa de microalg@hlorella vulgaris(seca) adquirida da industria Allma
Natural Benefits utilizada para os demais experioena Tabela 6 apresenta a

caracterizacdo da microalga segundo fabricante:

Tabela 6 -Caracterizacao dos nutrientes da micro@pkorella vulgaris

Nutrientes

Carboidratos 5,79/100g

Fibra 12,29/100g

Teor lipidico 10,79/100g
Proteina 57,869/100g

Cinzas 10,1/100g

Umidade 5,79/100g

Valor energético 366 kcal

Fonte: Allma Natural Benefits
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. Alcool etilico (Merck, 99,9 % de pureza).
. Propano (White Martins 99,5% de pureza, fase lajuid

Na quantificagdo dos produtos da reacao foram gspddroes comerciais dos
ésteres majoritarios e o padréo interno heptadetande metila, (Sigma-Aldrich),

como solvente n-heptano (Sigma-Aldrich, 99,9% deza).

Para a determinacdo da atividade enzimatica osrgegueagentes/ solventes
foram utilizados: acetona PA ACS (Vetec, 99,5%¢pdl etilico (Merck, 99,9 % de
pureza) e hexano (Nuclear, P.A). Acido laurico 8¢et98% CG), alcool n-propilico
normal (Nuclear, P.A 99,5%) e hidroxido de sodidORa(Nuclear), foram utilizados

como substratos para dosagem da atividade defiesigip das lipases.

3.2 Determinacao da atividade enziméatica

O procedimento adotado para a determinacdo dalati®ida enzimBlovozym
435foi o descrito por Oliveirat al (2006). A atividade da enzima foi quantificadéope
consumo de acido laurico na reacéo de esterificagfi®@ o acido laurico e alcool n-
propilico, a temperatura de 60 °C, com a enzimE®g) mantida sob agitacao por 40
minutos. A reacao foi iniciada pela adicdo da eazam meio reacional, em um reator
de vidro aberto de 20 mL, provido de agitacdo mtcmée conectado a um banho
termostéatico (60°C). Aliquotas de 15, em triplicata, foram retiradas do meio
reacional no inicio e apos 40 minutos de reacéituadds em 20 mL de acetona-etanol
(1:1) com a finalidade de cessar a reacdo e agéxtidos acidos restantes. A quantidade
de acido laurico consumido foi determinada porag¢édo com NaOH 0,01 M. Uma
unidade de atividade foi definida como a quantidd@lenzima que conduz ao consumo
de 1 umol de acido laurico por minuto nas condigdg®rimentais descritas.

A Equacéo 1 (OLIVEIRAet al2006)foi empregada para o calculo da atividade

da lipase:

(VONaOH)_(V4ONaOI-b]
txma

xMx103 (1)

Atividade (g) =L

Onde:
M = molaridade da solucao de hidréxido de sédio;
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VONaOH = yolume de NaOH gasto na titulacdo da amostra rwoinfa reacéo
(mL);

V40 NaOH = yolume de NaOH gasto na titulacdo da amostra apdsidutos de
reacao (mL);

ma =massa de enzima utilizada na reacao (Q);

t = tempo de reacao (min).

A atividade da enzima foi determinada no inicioodiaal das rea¢cdes em todos
0S experimentos realizados, objetivando o acompaehe da alteracdo da atividade
da Novozym435 quando do seu emprego na reacdo de trandeatgid e de

esterificacao.

3.3 Producdo de éster etilicos a partir da biomassaCidorella vulgaris.

O sistema experimental utilizado para a producaéstier etilico com biomassa
deChlorella vulgaris lipases imobilizadas e propano pressurizado@rgosto por um
reator de 100 mL (PARR 4843), com agitagdo mecanigce manta de aguecimento
para controle da temperatura, um cilindro de géapgro e uma bomba de seringa
(ISCO, modelo 260D)De acordo com as especificacbes do fabricantegator é
projetado para operar em pressdes de até 21Qtmabanho termostéatico foi acoplado
a bomba seringa para manter constante a tempe(at@pnde alimentagéo do solvente,
permitindo assim avaliar a massa de solvente adid® ao reator. Valvulas de esfera,
de agulha e de uma viaheck-valves e indicadores de pressdo e temperatura
complementavam a unidade experimental. A Figura pBesenta um diagrama

esquematico do aparato experimental.

Os seguintes passos foram realizados no procedimexiperimental:
inicialmente o banho BR1, conectado a bomba de pmtasdo (BS), foi ajustado a
temperatura 5 °C. Ap0s o0 banho termostatico atiagiemperatura estabelecida, a
valvula (V1) conectada ao cilindro de propano drarta e adicionava-se uma carga
deste solvente na bomba (BS), a fim de que o g@zapo estivesse liquefeito. Este
procedimento demorava em torno de 2 horas. Em deas valvulas V2 e V3 eram

fechadas impedindo a passagem de gas para a hdeaestava conectado o reator.

Os substratos (etanol e biomassa) apos pesadosnanbailanca de precisdo

(0,0001 g preciséo) foram adicionados ao reat@ gequéncia adicionou-se a enzima.
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Posteriormente o sistema foi fechado, iniciandgitagdo. O aquecimento foi realizado

por meio de uma manta na temperatura determinagéanejamento de experimentos.

Figura 6 - Diagrama esquematico do aparato experimentikado para produzir
ésteres etilicos a partir da biomassaQidorella vulgaris cilindro de fluido, (CV)
“check valvé (BS) bomba de alta pressao, (BR1) banho terrtiostqVV1) valvula de
alimentacédo para a bomba de alta pressao, (V2ulaatle alimentacdo do reator, (IT)
indicador de temperatura, (IP) indicador de pres$@®) comando do controle de
agitacao, (V3) valvula de amostragem.

CR

: =
‘ ss
1

V1 H
H
1
1

BR1

Fonte: Autoclave Engeneering

A valvula V1 foi fechada e pressurizou-se a bombasdringa, através de
comando na bomba de liquido, até a pressdo estalzeleara o experimento. Apds
atingir a pressao desejada, anotava-se o volumeogano da bomba, afim de controlar
o volume que era adicionado no reator. Na sequencévula V2 foi aberta com fluxo
constante de 20 mL/min. Ao atingir a pressao ddasgjavolume de propano adicionado
era computado pelo decaimento do volume de solveatdbbomba de seringa. O
procedimento para preencher o reator com solveptessurizar o sistema demandava
em média 5 min, apds anotava-se o inicio do temacignal. O fluxo da bomba (BS), a
pressao (IP) e a temperatura (IT) do sistema fon@mitorados constantemente.

Ao final do tempo de reacédo fechava-se a valvularsfrava-se a amostra para

analise cromatografia pela valvula V3, ao mesmoptemue a despressurizacao do
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sistema era realizada. O sistema demandava em mkdinora para total
despressurizacdo. O conteudo do reator era peaepada separar a enzima da

biomassa e apés lavava-se a enzima com n-heptano.

3.3.1 Experimento preliminar

Este experimento teve como objetivo verificar asgmbdade de produzir
ésteres etilicos a partir da biomassaCiiorella vulgaris a microalga foi produzida
especificamente para ser uzada em reacfes de ddbdporém s6 teve microalga
suficiente para o teste preliminar, utilizando e como solventeComo nao foi
encontrado relatos na literatura sobre biodiesehieoalga utilizando propano como
solvente para o primeiro experimento foi utilizadaelhor condicdo avaliada por Dalla
Rosaet al. (2008), para obtencéo de biodiesel a partir de déesoja utilizando fluido
pressurizado (propano) e enzima Novozym 435. Asglicoes utilizadas foram: presséo
de 50 bar, tempo de 8 horas, concentracdo de erden?®%, agitacdo del000 rpm,
temperatura de 65°C, razdo molar Oleo:etanol @:8zao massica solvente:substrato
(2:1). Os demais experimentos foram realizados cona microalga que nao foi
produzida especificamente para biodiesel, mas mmtea mesma linhagem da

microalga(Chlorella vulgaris)utilizada no este preliminar.

3.3.2 Planejamento experimental

Para estudo do efeito da temperatura, pressao gotee conversdo de ésteres
etilicos a partir da biomassa @alorella vulgarisutilizou-se a técnica de planejamento de
experimentos que € uma ferramenta estatisticaeueite avaliar as variaveis que exercem
maior influéncia no desempenho de um determinadoegso, assim como avaliar possiveis
interacdes entre variaveis de um processo. Alésodisssa ferramenta também permite
otimizar o sistema em estudo, com objetivo de me@mou minimizar uma resposta. A
principal vantagem da utilizacdo desta ferramergaeducdo do nimero de experimentos e
a consequente reducédo de custos (YUN e BAI, 200RKET et al.,2005; RODRIGUES
e IEMMA, 2005 ).

a) Efeito_das variaveis pressdo, temperatura e tempamlre a conversao _em

éster de biomassa de microalga

Com base no experimento preliminar realizou-se Usmggamento composto

central 23 tendo como objetivo avaliar os efeitas slariaveis do processo (presséo,
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temperatura e tempo de reacdo) sobre a conversaésterss a partir da reacao direta de
biomassa de microalga em biodiesel. A variavel tedgwreacao foi avaliada para tentar
diminuir o tempo de reagéo, economizando solveatesibstratos. Com base no
experimento do preliminar a pressdao e temperatrant avliados numa faixa de
presséo e temperatura, onde a pressao e a temmpeatatponto central foi préxima ao
experimento do anexo pressao 55 bar e temperafiia. & Tabela 7 apresenta as
variaveis e niveis utilizados.

Tabela 7 - Variaveis e niveis experimentais avaliados par@&ra@io de biodiesel a
partir da biomassa de microalgas.

Variaveis Niveis
-1 0 1
Presséao (bar) 30 55 80
Temperatura (°C) 50 65 80
Tempo (horas) 1 4,5 8

As variaveis fixadas foram, agitacdo 1300 rpm, saaélar Oleo:etanol 1:12,

concentracdo enzimatica 20%.

b) Delineamento composto central rotacional?

Apds andlise estatistica do planejamento experahefa), realizou-se um
delineamento composto central rotacional complefo (RCCR), totalizando 11
experimentos, visando otimizar a conversao em ésadlino sistema reacional estudado.
O tempo total de reacao foi fixado em 8 horas fiass de temperatura e pressdo de
enzima estudadas nesta etapa sdo apresentadasbela Ba Os resultados foram
analisados usando o software Statistica® 5.0 Stalso. e, através da andlise de
superficie de resposta, determinaram-se os vabbiress destas variaveis para maxima

producao de biodiesel.

Tabela 8 -Variaveis e niveis estudados no delineamento coimpestral rotacional?
para otimizacédo da producéo enzimatica de biodeepaltir de biomassa de microalga.

Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Presséao (bar) 59,5 80 130 180 200,5
Temperatura (°C) 46,9 50 57,5 65 68,1

Variaveis
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As variaveis fixadas foram, agitacdo 1300 rpm, sa@lar Oleo:etanol 1:12,

concentracdo enzimatica 20%,e tempo de 8 horas.

3.3.3 Estudo da concentracdo de enzima

Em seguida ao planejamento de experimentos, reatigoum estudo para
verificar a concentracdo de enzima que conduziss&iar conversdo em biodiesel.
Com a condicado ja otimizada através do delineamemiaposto central rotacionaf 2
(DCCR), em 50 °C, 180 bar e razdo molar (6leo/dtand?2, foi variado a quantidade
da enzima em 0%, 1%, 5%, 10% e 20% (m/m).

3.3.4 Estudo da razdo molar entre os substratos

Para verificar o efeito que a razdo molar exerdresa conversdo em ésteres
realizou-se um estudo utilizando diferentes razdetares de (6leo/etanol) de 1:12,
1:18, 1:24, 1:30 e 1:36 a 50 °C e 180 bar, conaeditr de enzima 20%, com bases na

massa do substrato, e tempo de reacao 8 horas.

3.3.5 Estudo cinético

Apoés a otimizacdo da temperatura e pressao (5@Cbar) e realizado o estudo
da melhor razdo molar éleo:etanol (1:24), e comagéb enzimatica (20%) realizou-se
uma cinética da reacdo, para determinar qual odequp ocorre o melhor rendimento
de ésteres etilicos, nos tempos 1, 2, 3, 4, 5, 8, 8 e 10 horas, para determinar o
melhor tempo para a conversao de ésteres etilitasando biomassa d€hlorella

vulgaris.

3.3.6 Avaliacao de sucessivos ciclos de reuso do biocegtatior Novozym 435

Para avaliar a capacidade de reuso do biocatatiddmamzym 43®m sucessivas
reacdes foi utilizada a condi¢cao experimental deras de reagéo, 50 °C, 180 bar, razéo
molar (6leo/etanol) 1:24 e concentracdo de enziemd@6 (m/m da enzimiElovozym
435 em relacdo a massa de substrato).

Para recuperar a enzima ao final de cada readéiocatalisador imobilizado foi
separado da biomassa utilizando peneiras. Em segaidnzima foi lavada duas vezes
com 10 mL de n-heptano e a suspensdo obtida @ltrmadvacuo (CASTRO E
ANDERSON, 1995). Posteriormente secou-se a enzimaestufa (modelo JP 101,
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marca J. Prolab) a 40 °C durante 1 hora. A enzietaiperada foi mantida em
dessecador por 24 horas, para a ulitizacdo narpedreacao de transesterificacdo. Apos
este periodo, a atividade da mesma foi determimeda verificar possiveis perdas
durante a reacao e torna-la apta para a reutibzaca

A medida de atividade da enzima foi realizada noian antes de ser utilizada
pela primeira vez, e ao final das rea¢cdes com anenecuperada. Antes de iniciar o
procedimento de medida de atividade, as enzimailimerdas foram secas em estufa a
40 °C durante 1 hora (OLIVEIRAt al, 2006), para eliminacdo de possivel umidade

livre. A enzima foi utilizada até manter 50 % de sitividade original.

3.4 Determinacao da conversdo em ésteres

A determinacdo de ésteres foi realizada por crognate gasosa (GC/FID
Aggient technogies 7890A) equipado com uma coluapilar modelo DB-WAX
(contendo polietileno glicol na fase estacionari#),30 m de comprimento e diametro
interno de 0,32 mm, nas seguintes condi¢fes crgmiicas: temperatura inicial da
coluna de 150°C, permeado por 1 minuto nesta céodiexa de aquecimento de 10°
C/min nesta condicdo. A temperatura do injetor elekector foi estabelecida em 250°
C. A quantidade de solucdo de amostra foi de. Seguindo as especificacdes da
Norma Européia EN 14103, segundo documento offmidllicado em 01/06/01 com
namero de projeto1999/00751. A Equacéo 2 expressaorcentagem, a conversao em

ésteres baseada Norma Européia EM 14103:

_ (X A)-Aei  CeixVei

C — X x 100 (2)
Ael w

Onde:

Y A = area total de picos entre os padroes.Cos:1:

Aei = é a area correspondente ao pico do padrammtG.o.

Cei = € a concentracdo, em mg/mL, da solugdo dépauterno, G.o.
Vei = é 0 volume da solucéo de padrao interno edado a amostra;
W = é a massa, em mg, da amostra de biodiesel.

A conversao do triglicerideo em éteres (rendimemto ésteres) foi calculada
conforme exposto por Silvat al, (2009), que considera a estequiometria da reacao
mais precisamente a relacdo entre a concentraca@éstbees obtida via analise

cromatografica com o teor de glicerol para 100%ale/ersdo em ésteres.



39

3.5 Aparato experimental para extracdo do Oleo de malga para analise

cromatografica da composicdo de acidos graxos

O sistema operacional para a extracdo do 6leo deoatja consiste em um
extrator de aco inox (100mL), encamisado que esiplado a um banho termostatico
para controle da temperatura desejada. As extrel@sddo extrator sdo rosqueadas,
para manter a biomassa nas duas extremidadesnexmsigs de aco-inox. A unidade
esta conectada a uma linha de gas (propano), umbhabde alta pressdo e um banho
termostatico acoplado a bomba seringa para mardestante a temperatura de
alimentacdo do solvente. Para controle de presséemeeratura foram utilizadas
valvulas de esfera, de agulha e de uma clie¢k-valvese indicadores de pressao e
temperatura. A Figura 7 demonstra o diagrama esgigondo aparato experimental

para a extracdo do 6leo de microalga.

O procedimento experimental foi realizado ajustaademperatura de 5 °C ao
banho BR1, conectado a bomba de alta presséo Ap83.0 banho termostatico atingir
a temperatura estabelecida, a vavula (CV) coneaadeilindro de gas propano era
aberta e adicionava-se uma carga deste solvertenia (BS), a fim de que o propano
estivesse liquefeito, durante 2 horas. Posteriornédai avaliado se as valvulas V1 e

V2 estivam fechadas impedindo a passagem de gas fiaha.

O extrator era empacotado manualmente com ajudandenil com cerca de 20
gramas de biomassa seca, em seguida era fecham@va-se o banho BR2 na
temperatura determinada no planejamento de expetdgieesperava-se até que a

biomassa chega-se na temperatura estabelecida.

Apos a vélvula V1 ser fechada o sistema foi prézado com auxilio da bomba
de seringa ate a pressao estabelecida para oreepéni Apds 2 horas de extracdo do

0leo, o mesmo foi retirado do extrator para deteama composi¢cao dos acidos graxos.
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Figura 7 - Diagrama esquematico do aparato experimental adiizpara extracdo de
oleo, cilindro de fluido, (CV) ¢heck valvé (BS) bomba de alta presséo, (BR1, BR2)
banhos termostaticos, (V1) véalvula de alimentac&o rdator, (V2) valvula de
amostragem(IT) indicador de temperatura, (IP) indicador desséao.
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Fonte:Autor

3.5.1 Determinacao dos perfis de acidos graxos

O mesmo planejamento utilizado no item 3.3.2 brépetido (delineamento
composto central rotacionaf 2DCCR), totalizando 11 experimentos) para a edtvac
do oOleo de microalga a fim determinar o perfil dqmédos graxos presentes no Oleo
extraido em cada condicdo. O tempo total de refagdidado em 8 horas e as faixas de
temperatura (46,9 a 68,1) e presséao (59,5 a 200,5).

3.5.2 Determinacéo de acidos graxos — Esterificacao

Para determinar a composi¢cdo dos acidos graxagoutife o processo de
esterificacdo. Os acidos graxos obtidos a partirbitenassa de microalga foram
esterificados utilizando solugéo de cloreto de am@iH,Cl - Vetec) — acido sulfurico
(H2SO, - Moderna) — alcool metilico (G@H - Vetec). As amostras foram esterificadas
de acordo com o método adaptado de Metcatfal. 1976 e Hartman e Lago 1973

Os acidos graxos foram colocados em um tubo deicessbre um pedaco de
algodao, sendo adicionado 4mL da solucdo de hidodde sédio (NaOH — moderna)-

CH3;OH 0,5N e fechado tubo de ensaio. O mesmo foi agoeem banho maria a
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temperatura de ebulicdo por 5 min, em seguidaiadsfra temperatura ambiente sob
agua corrente. Posteriormente, foi adicionado 5dolreagente esterificante (solucéo
de NH,CI - H,SO, — CH;OH) ao tubo e novamente fechado e agitado manu&dmen
aquecido em banho maria por 5min e resfriado sala &grrente. Em seguida foi
adicionado 4 mL de solucdo saturada de cloretoodée YNaCl — Cinética PA) e
agitado vigorosamente por 30 segundos inserido 5dmlhexano (p.a — Dinamica),
agitado novamente por 30 segundos. A solucdo édiada em respouso até a
separacao das fases organica e aquosa. Postefiermetirou-se a fase organica
(superior) utilizando pipetas, onde estdo os ésteti#icos, injetar no cromatografo
gasoso 1 pL da fase organica.

As amostras foram analisadas nas mesmas condig@restograficas descritas

no item 4.4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo tem por objetivo apresentas@itir os resultados obtidos
no decorrer deste trabalho, onde primeiramenteosagesentados os resultados
referentes ao teste preliminare onde pode seacaarii potencial da microalgzhlorella
vulgaris em conversdao em éteres etilicos e posteriormentglanejamento de
experimentos, onde foram avaliados os efeitos dgde temperatura e pressao na
conversao de ésteres. Apds, serdo apresentadesultados do segundo planejamento
realizado para otimizar os parametros pressacemperatura no intuito de aumentar a
conversao em éster etilicos a partir da biomasgaraeisso foi fixado a variavel tempo.
Depois de determinada a melhor pressdo e tempargdara O processo, sera
apresentada uma avaliacdo da melhor razdo molar.etdeol e concentragédo
enzimatica. Finalizando a etapa de resultadosceisifes, sera apresentado um estudo

cinético e de reciclo da enzima, com a condicduintida nas etapas anteriores.
4.1 Teste preliminar

Um teste preliminar foi realizado para ver a pdbddde de realizar a
transesterificacdan situ utilizando propano como fluido pressurizado. Naw f
encontrado nenhum relato na literatura utilizandmpano como fluido pressurizado
para a trasesterificagdn situ de biomassa de microalga, utilizou-se como base as
condicOes otimizadas por Dalla Ragaal. (2008) pressao de 50 bar, tempo de 8 horas,
concentracdo de enzima de 20%, agitacdo del000 tgmnperatura de 65°C, razéo
molar oOleo : etanol (1.6) e razdo massica solvestéstrato (2:1). Através da analise
cromatografica calculou-se a conversdo em éstditso® em peso de biomassa
(35,35%).

Sanchezet al, (2012) obteve 17,1 % de rendimento de ésterdficnoe em
condicbes reacionais conduzidos com uma razao nudardleo:metanol 300:1,
concentracdo de catalisador de 1%, a uma temparad¢u60 °C, com um tempo de 11
horas Traret al, (2012) usando uma maior concentragéo de catali$a804,65 U g-!)
obtiveram uma conversédo em biodiesel de 28,42%e=w ge biomassa durante 48 h de
reacdo. No experimento realizado neste trabalho omamr conversdo de ésteres

(35,35%) em termos de biomassa foi encontrada thurnama reacdo de 8 horas, 0
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tempo de exposicdo foi menor que nos dois trabalblagados e foi utilizada uma

concentracdo de alcool menor.

O teste preliminar mostrou que a transesterificagasitu da biomassa de
microalga Chlorella vulgaris utilizando propano como fluido pressurizado tem
pontecial, reduzindo uma etapa do processo (extragh 6leo). Como nao havia
quantidade de microalga suficiente para todos stedeapenas o teste preliminar foi
ralizado com a microalga cedida. Para os demaisrgmpntos a microalg&hlorella
vulgaris foi adquirida da Industira Allma Natural Benefd@ésmo descrito no item 4.1,

permitindo apliar a investigacdo dos parametrop@stos inicialmente.

4.2 Avaliagdo do efeito das varidveis: pressao, terap@ra e tempo na conversao

em ésteres etilicos

Com base no resultado obtido no teste preliminar,planejamento composto
central 23 foi realizado, a fim de avaliar o efeitas variaveis pressao (30 a 80 bar),
temperatura (50 & 80 °C) e tempo de exposicado3(h)aTabela 7), sobre a converséo
em ésteres etilicos da biomassa da microalga. Aavess concentracdo da enzima
(20%), razdo molar oOleo:etanol (1:12) e agitac&DQ1lrpm) foram mantidas fixas. A
razao molar Oleo:etanol foi aumentada, pois comtratda de um processo sity, e
maiores concentracdes de alcool favorecem a reAp#s. a otimizacdo dos parametros
pressdo e temperatura, essa variavel serd estudladlabela 9 apresenta os niveis
estudados e os resultados do planejamento de mygred em conversdes de éster em

peso de biomassa e de Oleo.

A maior conversdo em éster etilicos (32,22% em pasobiomassa) foi
observada no ensaio 6, o qual utilizou maior pressdempo de reacdo, e menor
temperatura, mostrando que a microalga adquiridamecotialmente também tem

potencial para a producéo de biodiesel.

No grafico de Pareto apresentado na Figura 8 ofsese os efeitos estimados das
variaveis estudadaturante a reacao de transesterificacao. Veriicgue a temperatura

apresentou efeito significativo negativo enquast@atras duas variaveis apresentaram
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efeito significativo positivo anivel de 95% de confianc& a interacdo das variaveis

temperatura e tempo apresentou efeito significategativo para conversao em ésteres

Tabela 9 -Matriz do DCCR 23 a conversdo em ésteres a paatibidmassa da
microalga Qlorella vulgaris.

Conversdo em Esteres %
Temperatura  Tempo

Ensaio Presséo (bar) °C) (horas) bIf’eso de Peso de 6leo
iomassa
1 30 (-1) 50 (-1) 1(-1) 12,64 30,41
2 30 (-1) 50 (-1) 8 (+1) 22,06 44,05
3 30 (-1) 80 (+1) 1(-1) 0,00 0,00
4 30 (-1) 80 (+1) 8 (+1) 0,63 0,00
5 80 (+1) 50 (-1) 1(-1) 15,81 37,38
6 80 (+1) 50 (-1) 8 (+1) 32,22 51,14
7 80 (+1) 80 (+1) 1(-1) 4,11 6,77
8 80 (+1) 80 (+1) 8 (+1) 4,39 16,27
9 55 (0) 65 (0) 4,5 (0) 12,48 23,87
10 55 (0) 65 (0) 4,5 (0) 10,31 22,37
11 55 (0) 65 (0) 4,5 (0) 12,79 25,58

Fonte: O autor

A variavel que apresentou maior efeito foi a terapen, apresentando efeito
significativo negativo, o que pode ser explicadtafaixa 6tima de temperatura de
atuacao da enzima utilizada nas reacdes de tranfieatdo que é de 40°C & 60°C. As
variaveis pressao e tempo apresentaram efeitdisggnio positivo, como a extracéo do
Oleo e a reacao de transesterificacdo estdo sealiwadas em uma Unica etapa, maiores
pressdes podem ajudar no processo de extracdoedofadlorecendo o aumento do

rendimento no final da reacao.

Com o tratamento estatisticos dos resultados &sipel a validacdo do modelo
para conversdo em éster de biomassa da micr@iaella vulgaris em funcéo de
tempo, pressdo e temperatura. O modelo codificadd@®dordem para conversao em
ésteres é apresentado na Equacéo 3, sendo qualiflzido pela analise de variancia
(ANOVA) (Tabela 10), onde coeficiente de determaw obtido foi de 0,99 e o F
calculado 17 vezes maior que o F tabelado, pemoitessim a validacdo do modelo

com 95% de confianca.
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Converséo éster = 29,29 + 5,79P - 21,68T + 5, M43*PT + 1,51Pt - 2,80Tt 3)

Onde:
P = pressao da reagédo em bar.
T = temperatura da reacédo em °C.

t = tempo de reacdo em horas.

Figura 8 - Gréafico de Paret@wom o efeito estimado (valor absoluto) para termos
lineares e de interacdo das variaveis independpatasconversdo em éster etilicos em
termos de pressao, temperatura e tempo.

-23,8636

1,635051

1 1
p=,05

Fonte: O autor

Tabela 10- Analise de variancia para conversao éster asillom relacéo as variaveis
tempo, temperatura e pressao.

Soma Graus de Média

Fatores Quadratica Liberdade Quadratica F calculado
Regresséo 4454,72 6 742,45 110,59
Residuo 26,86 4 6,71
Total 4481,57 10

R2=0,99 fabelado 0,95: 6:% 6,16

Fonte: O autor
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Com o modelo validado foi possivel construir as esfipes de resposta
juntamente com as curvas de contorno que estaesmpadas na Figura 9. Onde pode
se observar a interacdo dos parametros estudadosetacdo a conversdo em éteres
etilicos, os melhores rendimentos em éteres eiliocam obtidos quando utilizadas
temperaturas na faixa de 50°C, e pressdo de 8énbanaior tempo de reacao (8 horas)
demonstrando a otimizacdo na producédo de ésteregula 9-a representa a interacéo
entre pressado e temperatura, quando se diminumpetatura e eleva-se a pressdo um
maior rendimento em ésteres é observado. Na FRpranostra a interatividade dos
parametros tempo e pressdo onde é visualizada uaiar monversao quando 0s
experimentos sdo submetidos a maiores pressoesinponaior tempo de reacdo. Na
Figura 9-c € analisada a interagdo entre temparattempo, onde com a diminui¢cdo da
temperatura e aumento do tempo de reacao o rendireenésteres etilicos € aumenta.

Para o processo de transesterificacdo direta &ves temperatura e pressao
desempenham um papel dominante, uma vez que esgtarente ligadas a reatividade
dos reagentes. Os aumentos da temperatura e dsé@rasxiliam a ultrapassar a
barreira de energia de ativacdo, além de aumes@uhilidade dos reagentes. O ponto
supercritico para um sistema onde tem extracadagiioeem uma unica etapa € muitas
vezes dificil de ser conhecido com exatidado, egpaente quando envolve mais de
uma fase. Portanto, a temperatura e pressao gviana® processo utilizando diferentes
matérias primas pode ser variavel (LEEal, 2014). O ponto surpercritico do propano
quando puro se encontra a uma temperatura de G6g7ptessdo de 42,5 atm segundo
Smith et al (2005), mas como o estudo se trata de uma mjisiémé possivel saber
especificamente qual e o ponto critico do propam fazer um estudo do equilibrio de
fase.
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Figura 9 - Superficies de resposta e curvas de contornogoargersao em ésteres das
variaveis: (a) temperatura e pressao; (b) tempessfo; (c) temperatura e tempo.
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Na maioria das rea¢cdes quimicas catalisadas, atattes velocidade de reacéo
e transferéncia de massa, aumentam em maioresrsmpas, porém isso ndo acontece

guando a reacgdo é catalisada por enzimas. Quahdwetdas a altas temperaturas pode

ocorrer a desnaturacdo da proteina, assim o stdbst#® encaixa no sitio ativo da
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enzima havendo um declinio na taxa de reacao,remttimento de conversao (TAHER
et al, 2014b).

No estudo em questédo o efeito significativo negatia temperatura de reagao
foi vinculado a enzima (Novozym ® 435), por ter daxa otima de atividade na
temperatura de 40-60 C°, quando a reacéo foi sudenattemperaturas mais elevadas
(80°C) o rendimento foi bem menor e quando assasidthixa pressdao com alta

temperatura (ensaios 3 e 4 Tabela 9) ndo apreseridimento em ésteres etilicos.

Quando a reacao foi submetida a pressao de 80&tereperaturas de 80°C foi
observada uma pequena conversao 16% em peso deBEdksgundo o estudo dos
efeitos a pressdo apresentou efeito significatvsitipo. Na literatura encontra-se um
estudo realizado por Tahet al (2014 a) de extracdo de Oleo de microalga comm CO
onde o rendimento aumentou significativamente camroento da pressao conduzindo
a rendimentos mais elevados mostrando assim queeagiressdes ajudam na extracao

do Oleo o que pode facilitar a extragdo noprocdssextracadn situ.

A producdo de biodiesel enzimatico (Novozym ® 43b)partir de uma
microalga Scenedesmusp.) utilizando fluidos pressurizadd€0,) foi relatado por
Taher et al (2014b), num processo integrado de extracdo edoeaeles variaram
temperatura (35-55 °C), concentracdo enzimaticeb(QPb), razdo molar metanol:6leo
(3-15:1), tendo como rendimento 6timo de 80%, esedale Oleo, obtido depois de 4
horas de reacdo a 50 °C, 200 bar, concentracadmétiza 35%, com uma razdo molar

de 9: 1 em um sistema descontinuo.

Taher et al,(2015) utilizaram uma condicdo otimizada para adpcéo de
ésteres metilicos, a reacdo foi realizada num tempo24 horas, como fluido
pressurizado foi utilizado GO pres de 200 bar, temperatura de 50°C , com uma
concentracdo enzimatica de 30% e uma razdo molaretinol:6leo de 4:1 obtiveram

uma conversao de 62% em ésteres metilicos.

Na tabela 9 pode se observar que no ensaio 6 era eeg;ao foi submetida a
maior pressdo (80 bar) e a menor temperatura (5@8€)um tempo de 8horas,
concentracdo enzimatica de 20%, razdo molar e@eol:12:1 obteve-se uma
conversao de mais de 50% em em ésteres etilicagtdunm menor tempo de reacao e

menor concentracdo enzimatica. Uma maior conceidrde alcool foi necessaria por
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ser uma transesterificacdio situ, onde se adiciona maiores concentracées de alcool

para facilitar o processo de extracdo reacao.

4.2.1 Delineamento composto central rotacional 2

De acordo com a observacdo dos resultados do ataaejo 23, visando
aumentar a producdo de ésteres etilicos, um deilg@a composto central rotacional
2° (DCCR), totalizando 11 experimentos, foi estuda@mmo maiores pressées
facilitam a extracdo do 6leo, e no primeiro plamgato a pressdo teve efeito
significativo positivo, optou-se por aumentar dailepressao variando de 59,5 a 200,5
bar. A temperatura utilizada no primeiro planejatoesstava fora da faixa 6tima de
atuacdo enzimatica, e apresentou um efeito sighific negativo entdo uma faixa
menor de temperatura (46,9 a 68,1°C) foi utilizagase novo planejamento, ficando
assim mais proximo da temperatura 6tima da enzimeaégde 40 a 60°C. O tempo foi

fixado em 8 horas.

A Tabela 11 apresenta a matriz experimental emo®iche conversdo de ésteres
etilicos a partir de biomassa @élorella vulgaris para efeito de pressao e temperatura.
De acordo com estes resultados a maior conversaésares etilicos (74,39 %) foi
obtida no ensaio 3, quando a reagédo foi realizadema temperatura de 50 °C, e
submetida a uma pressao de 180 bar.

Tabela 1t Matriz do DCCR com a resposta em termos de ceawveem ésteres etilicos

Conversao em

Esteres (% Conversao em

Ensaio  Presséo (bar) Temperatura (°C) Esteres (%

bPeso de Peso de 06leo)
iomassa)

1 80 (-1) 50 (-1) 26,30 52,59
2 80 (-1) 65 (+1) 4,33 8,66
3 180 (+1) 50 (-1) 37,19 74,39
4 180 (+1) 65 (+1) 19,76 39,53
5 59,5 (-1,41) 57,5 (0) 15,87 31,74
6 200,5 (+1,41) 57,5 (0) 25,17 50,34
7 130 (0) 46,9 (-1,41) 28,67 57,35
8 130 (0) 68,1 (+1,41) 11,38 22,76
9 130 (0) 57,5 (0) 25,62 51,23
10 130 (0) 57,5 (0) 26,82 53,64
11 130 (0) 57,5 (0) 26,37 52,75

Fonte: O autor
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Os resultados apresentados referentes a convemsaésteres etilicos foram
tratados estatisticamente para a avaliacdo das®fas variaveis independentes sobre
a resposta. A analise dos efeitos para os termearks, quadraticos e de interacdo entre
as variaveis independentes estdo apresentadodela 2. Os termos significativos no
modelo codificado foram selecionados pelo valorpdeconsiderando um nivel de

significancia de 5% ( p <0,05).

Tabela 12- Analise dos efeitos para termos lineares e d@i@ds e de interacao das
variaveis independentes para a conversao em éstéress.

Efeito Erro Padrao P
Média 52,53 3,84 <0,0005
Pressao Linear(P) 19,78 4,71 0,0085
Presséo Quadratica (P?) -9,88 5,62 0,1388
Temperatura Linear (T) -31,98 4,71 0,0011
Temperatura Quadratica3|T -10,88 5,62 0,1106
Pressdo x Temperatura (PxT) 4,54 6,65 0,5253

Fonte: autor

A Tabela 13 apresenta a analise da variancia (AND¥Wpregada para a
validagdo do modelo matematico codificado usad@ @apredicdo da conversdo de
ésteres etilicos, dentro das faixas de pressampetatura estudados. O valor de F
reflete a razdo entre a soma quadratica média @eviekgressdo e a soma quadratica

média devido ao erro e indica a significancia daeho.

O modelo codificado otimizado para a conversdao esterés etilicos,
apresentado na Equacdo 4, foi validado pela andlésevariancia (ANOVA). O
coeficiente de determinacdo obtido (0,96) e o FEuatlo (12,76) maior que o F
tabelado permitiram validar o modelo, com 95% deiaaca. O modelo codificado foi
utilizado para gerar a superficie de resposta (ki@0-a) e a curva de contorno (Figura
10-b) para a conversdo em ésteres etilicos em dudgdpressao e da temperatura.
Observa-se que a faixa de temperatura na qualheexs@o foi maior variou entre 46,9 a

57,5 °C e a faixa de presséao variou entre 130 & 220.

EEAG =52,53 + 19,78*P- 9,88*P"2 - 31,98*T - 10,882 + 4,54*P*T 4)

Onde:
P = presséao da reagéo em bar.

T = temperatura da reacdo em°C.
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Tabela 13- ANOVA para conversao em éster etilicos comoastgs para o DCCR.

Fatores Soma Graus de Media F calculado
Quadrética Liberdade Quadratica
Regressdo 2819,98 5 564,00 12,76
Residuo 221,04 S 44,21
3041,02 10
Total

Coeficiente de correlacdc R 0,96 Gos:55= 5,05

Figura 10 - a) Superficie de resposta; b) Curva de contorna ganversdo de EEAG.
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Fonte: O autor

Assim, verificou-se que a utilizacdo de maioressgies podem aumentar o
rendiemento da reagcdo quando realizadas a tranBes¢éo in situ, pois ajudam no
processo de extracdo e reacgdo contribuindo para ramiar conversdo de ésteres
etilicos, enquanto que € necessario utilizar umgégatura que esteja dentro da faixa
otima de atuacdo da enzima, pois se a enzima igadatndo ocorrera o processo de
transesterificagao.

Dalla Rosaet al (2008) ao produzir éster etilicos a partir deodtle soja
utilizando lipase Novozym 435 com propano como ealg, verificou que a pressao
nao exerceu influéncia significativa na conversaesteres etilicos, pois uma pequena
diferenca foi observada nas conversdes realiz&falkar-88% e 150 bar-67,4%), sendo

maior nas pressdées menores quando expostas a mpardéura de 65°C, no mesmo
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tempo de reacao (8 h) utilizado no presente trab&brém no estudo de Dalla Reta

al. (2008), nao foi realizada transesterificagdcsitu, havendo uma operacdo a mais
durante o processo, primeiro foi realizada a e#ivago 6leo para depois ser feita a
reacdo de transesterificdo, sendo o tempo de atashapenas para a reacédo de

conversao em ésteres.

Como os experimentos foram realizados por traesgsacdoin situ, e a
extracdo ocorre durante o processo, maiores pe$afiitam a extracdo do Oleo. Em
trabalhos da literatura este comportamento tamloéwbservado, Taheat al. (2014a),
realizou um estudo para otimizacdo da extracadpiedebs deScenedesmusp. (que
sera utilizado para a producéo de biodiesel pasteente), como solvente de extracao
foi utilizado CQ, obtiveram a melhor condicdo de extragdo, quandonsteram a
biomassa a uma temperatura de 53 °C e pressad®dmb0

No primeiro planejamento a reacdo de maior coneefSi% em peso de 6leo)
ocorreu quando a reacdo foi submetida as seguomedicOes, pressao de 80 bar,
temperatura de 50°C, por 8 horas de reacdo, nondegplanejamento obteve-se a
melhor conversédo (74% em peso de 6leo) quandogdadai submetida a uma pressao
de 180 bar, temperatura de 50°C, por 8 horas des&gn. Comprovando o efeito
significativo positivo da variavel pressdo, poisomweu um incremento de 25% na
conversao de ésteres etilicos quando utilizada smaeemperatura € uma pressao

maior.

Para as proximas reacoes de transesterificacéibu foi utilizada as condi¢cbes

do ensaio 3 descrito na Tabela 11 (presséo 186 teanperatura 50°C).

4.2.2 Determinacgéo do Perfil de Acidos Graxos

A extracdo de lipideos é um processo de transfer&ecmassa onde deve ser
levada em consideracdo a natureza do soluto e amigaale do solvente, para uma
melhor extracdo (RAJANet al., 2010) Nenhum dos métodos de extracdo pode
qualificar ou separar a proporcdo de cada fradpédida presente no 6leo para isto é
necessario a utilizacdo da cromatografia em carfie@dGRIMA et al.,2003). Dessa
forma os acidos graxos obtidos do delineamento ostopentral rotacionafZDCCR)
de avaliacdo dos efeitos da pressao de 80 a 20,6 & temperatura de 50 a 68,1 °C

foram avaliados.
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A Tabela 14 apresenta o perfil dos acidos graxosmétxoalga Chlorella
vulgaris. Verifica-se que houve diferenca, na porcentagerdedarminacdo de acidos
graxos quando foi variada a pressdo e temperabuemsaio 3 (tabela 9) utilizou a
mesma temperatura (50 °C) e pressao (180 bar) aresaio onde se obteve a maior
conversao em éster etilicos no planejamento do 28 (tabelaX), e encontrado como
perfil de acidos graxos: palmitico (C16:0) 22,9%edarico (C18:0) 11,7%; palmitoleico
(C16:1) 12,2; cis heptadecanoico (C17:1) 9,9%jcolgC18:1) 16,5%; linoleico
(C18:2) 8,8%; linolénico (18:3) 10,7%; outros 7,3%m e Lee (2013) realizaram uma
extracdo do Oleo de microalgzhlorella vulgaris usando uma mistura de metanol e
cloroférmio (razdo molar 2:1), e encontraram cqedil de acidos graxos: palmitico
(C16:0) 25%; esteéarico (C18:0) 5%; oleico (C18:6p4] linoleico (C18:2) 44,6%;
linolénico (18:3); outros 3,1%.

Sharmaet al. (2016), analisou a composi¢cdo de acidos graxosiathelsel de
Chlorella vulgarise teve como resultado 33,53% de acido graxo shiuéB,68% de
monoinsaturado e 37,12% de poli-insaturado. Elesmafam que quanto maior o teor
de &cidos graxos saturados, a estirpe se torna adaguada para a producdo de
biodiesel. Para o0 ensaio 3 (Tabela 9) que foi amoegue obteve a maior conversao em
ésteres etilico, na analise do perfil de acidogsag®ara o 0leo, foi encontrado um teor
de 41,09% de &cidos graxos saturados, assim odéleaicroalgaChlorella vulgarisé
adequado para a producao de biodiesel.

Os acidos graxos mais comuns encontrados em bébdés acido palmitico,
estearico, oleico e linolénico (KNOTHE, 2008). Sed Rioset al. (2013), 6leos com
alto valor de acido oleico ajudam no equilibrio gaspriedades do combustivel. Em
todos os experimentos do presente trabalho foictéeta a presenca de é&cido oleico
acima del0%. Tahaat al.(2015) realizaram extracdo de microalgannochlorpsissp
utilizando CQ supercritico, a uma pressao de 300 bar e uma tatnpe de 50 °C, e
obtiveram uma composicdo de lipideos que congstiipalmente em &cido oleico
(34,5%) e palmitico (31,6%) e conseguiram uma cadgede 62% em ésteres metilicos

a partir do oleo extraido.



Tabela 14- Determinacéo de Acidos Graxos @mlorella vulgarisobtidos a partir da extracéo do 6leo.

EXPERIMENTOS

ACIDOS GRAXOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

P-80 bar P-80 bar P-180 bar P-180 bar P-59,5 bar 200Rbar P-130 bar P-130 bar P-130 bar P-130 bar  30mbar
T-50 °C T-65 °C T-50 °C T-65 °C T-57,5°C T-57,5°C T-46,9 °C T-68,1°C T-57,5°C T-57,5°C T-57,5°C

Saturados

C 14:0 miristico 1,7 1,61 1,72 1,09 0,00 0 0,00

C 16:0 palmitico 22,13 22,35 22,89 20,22 25,20 @5,1 18,99 17,50 37,33 37,34 33,97

C 17:0 heptadecanoico 1,87 2,06 1,70 1,46

C 18:esteérico 5,67 13,07 11,65 15,22 7,86 12,04 45 8, 10,56 16,19 13,59 15,76

C20:0 araquiddnico 2,18 3,7 1,55 0,78 0,00

C 22:0 behénico 2,39 2,03 1,99 1,57

Total 27,8 41,17 41,906 37,83 33,06 44,19 32,77 629, 53,52 50,93 49,73

Monoinsaturado

C 14:1 meristoléico 0,80

C 16:1 palmitoléico 11,16 9,65 12,21 5,24 13,94 37,2 11,40 9,30 7,61 7,67

C 17:1 cis hepatadecanoico 12,81 5,85 9,91 7,35 56 4, 12,13

C 18:1 oléico 20,63 18,73 16,51 32,43 24,52 18,23 3,64 23,18 20,45 23,98 24,96

Total 44,6 34,23 38,63 37,68 45,81 30,01 37,97 23,1 29,75 31,59 32,63

Poliinsaturado

C 18:2 linoléico 10,86 8,2 8,77 9,12 10,04 16,87 ,830 12,01 8,22 8,61 9,89

C 18:3 linolénico 16,71 16,36 10,67 15,37 11,09 37,1 18,33 35,18 8,39 8,87 9,23

Total 27,57 24,56 19,44 24,49 21,14 24,00 29,17 1917, 16,61 17,48 19,11

Fonte: O autor
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4.3 Concentracdo de enzima

Os experimentos para o estudo da concentracdo &izanioram realizados na
condicdo de temperatura e pressdao que conduziueHftmomresultado de conversao
avaliada na etapa anterior (50°C e 180 bar). Axemnacdes de enzimas estudadas
foram de O, 1, 5, 10, 15, 20 e 25% (p/p) e mangeve-tempo de 8 horas de reacao.
Para este estudo a razdo molar 6leo:etanol foddixam 1:12, a mesma utilizada nos
dois planejamentos A Figura 11 apresenta os refgtde conversdo em ésteres em

funcdo da concentracdo de enzima em relacdo atratobdeo etanol.

Figura 11 - Transesterificacdo de biomassa de microalga céenedtes concentracdes
enziméaticas
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Fonte: O autor

Através da Figura 11 pode-se constatar que paraagdo acontecer ha
necessidade de adicdo de um catalisador, pois hadiferenca expressiva quando ha
presenca de enzima e nao. No experimento sem adednzima (0%) obteve-se
apenas 5,01% de conversao, corroborando com HKilditaal (1996) e Qiaret al
(2008) os quais afirmam que a transesterificaig&itu € inativa sem catalisador. Para o
experimento com apenas 1% de enzima obteve-se amvarsao de 25,93 %. Por outro
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lado a maior concentracdo enzimatica (25%) apreseatmaior conversdo em éster

etilicos, de 78,44% de biomassa de microalga (&id).

Menores custos no processo sao desejados, desi@a fomo o custo da enzima
é elevado e a diferenca entre as concentracoesmd@itas 20% (75,83%) e 25%
(78,44%) nao foi expressiva para conversao emessttilicos, se optou por utilizar

concentracdes de 20% de enzima nos demais expéosnen

Resultados de concentracdo enzimatica foram sesil@os encontrados na
literatura. Joet al. (2014) otimizaram a quantidade de Novozym 435 gantese de
ésteres etilicos, variaram a quantidade de enzan2-50% com base na biomassa de
microalga Chlorella sp. KR-1) as rea¢fGes foram avaliadas nos temp@&sed&2 h em
uma temperatura de 50°C, e definiram que 20% dienanpi suficiente para catalisar a
reacdo e concentragfes maiores ndo afeta sigivfioante a conversdo de ésteres
metilicos.A concetracdo enzimatica também foi estudada pdaRoseet al. (2008) e
Brusamareloet al. (2010) na transesterificacdo de 6leo de soja utilizancipano e
Novozym 435, também encontraram como melhor resmlgaconcentracdo de 20% de

enzima.

A conversdo obtida nesse trabalho de 78,49% fpersar a encontrada por
Taheret al. (2015) que utilizaram C&supercritico, na transesterificacdo enzimatica do
o0leo de microalgaNannochlorpsissp, utilizando uma concentracdo de 30% de
Novozym 435, uma razdo molar de 6leo:metanol tle200 bar de presséo e 50°C de
temperatura produzindo 62% de esteres metilicosorels conversdes podem ter sido
obtidas porque o etanol tem menor efeito de inbag@bre a enzima do que o metanol o
que favorece a conversdo em ésteres etilicos. Unaa cbnversdo foi observada,
mostrando que € possivel realizar transesterificagdn bons rendimentos de ésteres

etilicos reduzindo a etapa de extracdo do élguracesso.
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4.4 Avaliagdo da razdo molar 6leo:etanol

O metanol tem sido tradicionalmente o alcool mdikzado na producao de
biodiesel, por ser mais barato que o etanol, mae®os sollivel em 6leo. O etanol é
mais seguro, e renovavel e apresenta maior salatéiem dleo (ZHANGt al, 2014).
Como o etanol apresenta boa solubilidade em o¢leatiiizado como substrato para
reacdes de transesterificacao.

A avaliacdo da razdo molar 6leo:etanol foi reabzadiotando-se 0s seguintes
valores para esta variavel 1:12, 1:18, 1:24, 11386, mantendo fixas as variaveis:
pressao de 180 bar, temperatura de 50°C, e a doag@m enzimética de 20% (p/p) por
um tempo 8 horas. A Figura 12 apresenta os resgltde conversdo em ésteres para o

estudo de diferentes razdes molares 6leo:etanol.

Figura 12 - Transesterificacdo de biomassa de microalga céenedies razbes molar
alcool : etanol.
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Fonte: O autor

Os resultados obtidos nesta etapa sugerem queia maalar 6leo:etanol afeta
positivamente o processo. Sendo que a maior dfareh vista em relacdo ao

experimento com razdo molar 6leo:etanol 1:12 (®&)2para 1:18 (88,15%) onde teve
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um aumento de 13% na conversdo em ésteres. Enguantus experimentos 1:18 para
1:24 o aumento foi em torno de 3%, com conversa@®@0&2) em ésteres etilicos e os
demais 1:30 (91,09) e 1:36 (91,26) foi de aproxiamaehte +1% na diferenca das
conversdes. Assim optou-se por usar razdo molan:eddol 1:24 nos demais

experimentos.

Brusamareloet al. (2010) estudou o efeito da razdo molar Oleo:etpaoh a
transesterificacdo enzimatica (Novozym 435) de d@eosoja utilizando propano, as
reacOes foram feitas a uma temperatura de 65 °t@ssgp de 50 bar, com 20% de
enzima. Eles encontraram a maior conversao (92%dpa razao molar foi de 1:6
(6leo:etanol), e observaram que razdes molaresristgge causavam inibicdo pelo
etanol. Dalla Rosat al. (2008) realizou um estudo nas mesmas condi¢coescoms
concentracdo enzimatica diferente (5%) e as ran@@ares de 1:3 a 1:9 afetaram
positivamente o0 processo e razdo molares supetard®em apresentaram inibicao por

excesso de alcool.

N&o ocorreu inibicdo por excesso de alcool nos rexpatos apresentado na
Figura 12, porque se trata de um processo de st@ndieacadn situ onde o maior teor
de &lcool é necesséario para realizar a extragdcc@neersdao ao mesmo tempo. De
acordo com Lam e Lee (2013) transesterificacadidmeos bruto de microalgas (sem
extrair o 0leo), € necessaria uma quantidade eatrente elevada de metanol, para
concluir a converséao de lipideos para ésteresioostillsto ocorre por causa da elevada
viscosidade dos lipideos brutos das microalgas (te2es mais viscoso do que o 6leo
vegetal) que indiretamente dificulta a solubilidaagre lipideo e o metanol. Ja para a
transesterificacdo de Oleos refinados apenas urp@o ranolar oOleo: alcool 1:2,
normalmente é suficiente para um alto grau de eéstasficacdo (HASS e WAGNER,
2011).

Ao estudar a producdo de biodiesel @ihorella vulgaris utilizando acido
sulfurico (HSOy) como catalisador, Lam e Lee (2013) observarampaua uma razao
molar baixa 6leo:metanol (1:15) converteu apen&s EMAG com 6 horas de reacéo,
para um aumento na conversao foi necessario umrdonm@ razdo molar (1:180)
atingindo valores de conversao de EMAG de 98%Figura 12 pode-se observar uma

boa conversédo (75% esteres etilicos) ao utilizaa Uraixa razdo molar oOleo:etanol
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(1:12), ao realizar o experimento com razdo mol&4 Ifoi atingido valores de
conversao acima de 90%, chegando a 6 vezes oeratontrado por Lam e Lee (2013),
utilizando etanol e realizando a transesterificag&otu foi possivel utilizar uma menor

guantidade de alcool e obter uma boa converséo.

4.5 Cinética de Producdo de Biodiesel Enzimatico de massa de_Chlorella

vulgaris
Este estudo teve como objetivo determinar o mdkropo de reacao, para iSso
realizou-se uma cinética de producédo de biodiesktamdo as melhores condicdes
encontradas nos experimentos anteriores e os tetepagposicao foram 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 horas, onde foi avaliado o rendimemtésteres etilicos produzidos durante o
processo. As variaveis utilizadas foram pressadl®&® bar, temperatura de 50°C,
concentracdo enzimatica de 20% e razao molar ¢demwle1:24. Os resultados da

cinética estdo demonstrados na Figura 14.

Na Figura 13 pode-se visualizar um incremento mwvexsao conforme o aumento
do tempo até 7 horas de exposicdo, sendo que a imaremento ocorreu ate 4 horas
(81,37%) em torno de 20% a mais do que em 3 h@asatio. Em 7 horas obteve-se uma
conversdo de 98,98% em ésteres etilicos e aposré® loworreu uma diminuigdo na
conversao. Como a conversao em 7 horas foi de @8féBdeterminado como o melhor

tempo de reacao para a producao de biodieselingmtiomassa de microalga.

Poucos estudos foram encontrados na literatura gtesente momento para
transesterificagdo catalisada por lipase utilizamicroalga. Liet al (2007) fizeram a
transesterificacdo do Oleo da microalGalorella protothecoidesproduzida sobre
condicOes favoraveis para maior producéo lipidebsyeram uma conversao de 98%,
apos 12h de reacdo usando uma concentracao ermzrdati7’5% Candidiasesp. 99-
125) com uma razao molar 6leo: metanol 1:3. Foi prebismras a mais para obter a
mesma conversao que em 7 horas de reacdo utilizantoroalgaChlorella vulagris

conforme apresentado na Figura 13.

Na transesterificacdon situ de Chlorella vulgaris, Salam et al. (2016),
observaram maiores rendimentos conforme aumentavazio molar 6leo:metanol, a

maior conversao foi obtida em apenas 20 min deaceac60 °C, com NaOH como
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catalisador com conversdao de 83,24% quando sulanediduma razdo molar
6leo:metanol de 1:1276, para razdo molar menoresenmpo maior foi preciso para

conseguir maximo rendimento.

Figura 13- Cinética de producdo de biodiesel enzimético a@enbssa deChlorella
vulgaris
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Fonte: O autor

Em concentragBes maiores de alcool pode ser pbssdiminuicdo do tempo de
reacdo dos experimentos em estudo, porém o tempess&io para a reacao de
etandlise € mais longo do que o tempo necessar& quee ocorra a metanolise. De
acordo com Marjanoviet al (2010), sdo necessarias maiores proporcoes raalare
alcool/6leo para aumentar a conversdo de ésteeepos de reacdo mais curtsn
tempo maior também é necessario, pois a reacacsestd catalisada por enzimas, que
levam um maior tempo do que em reacdes com caalisalinas, mas como ponto positivo
do uso de enzimas e a facilidade da remocéao diseakar ao final do processo, sendo mais

facil a purificagéo do biodiesel.
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4.6 Reutilizacdo da enzima Novozym 435 na producdo aeliesel enzimatico de

biomassa de microalga.

A grande vantagem da utilizacdo de enzimas im@lniiz em reacdes de sintese
€ a possibilidade de reutilizacdo das mesmas. Teowhm base este argumento, foram
avaliados os ciclos de reutilizagdo da enzioaxozym 43%a condicdo otimizada nas

etapas anteriores da producao de ésteres etilicos.

Devido ao custo elevado da enzima, a reutilizacdonssma € um fator
essencial para a producao de biodiesel em nivesindl. Os estudos de reutilizagdo do
catalisador foram realizados para investigar abéstade da enzima sob a presséao e
temperatura utilizadas durante o processo apossuos ciclos de uso. A Figura 15
apresenta os resultados experimentais de convdes@steres etilicos e a respectiva
atividade enzimética residual ap6s cada ciclo.

Analisando os resultados da Figura 14, percebersa@tividade enzimatica se
manteve nos dois primeiros ciclos, onde a atividaitel foi de 50,45 U/g, no primeiro
ciclo 50,39 U/g e no segundo 50,59 U/g. No terceimo, ocorreu uma queda na
atividade (44,39 U/G) e o quarto ciclo a enzimasentou atividade inferior a 10 U/g,
ocorrendo um diminuicdo na atividade de mais de $@#ndo comparado ao ciclo
anterior. O reuso do biocatalisador enzimaticardalizado para a condi¢cdo otimizada,
isto €, sem adicdo de agua, e de acordo com Raétradn (2012), a lipase em meio
nao aquoso muitas vezes sofre reducao de atividatitividade e de estabilidade.

Para o rendimento em ésteres etilicos, observolesmm comportamento da
atividade em enziméatica de acordo com o numeradaliesc Nos dois primeiros ciclos
os rendimentos foram 98,29 e 96,13%, respectivamgatno terceiro ciclo ocorreu
uma pequena diminuicdo na atividade residual obtemda conversao de 90,22 e com
23,21% de ésteres etilicos o quarto ciclo ndo eptes uma boa conversdo. Com base
nestes dados h& possibilidade de reutilizacdo diananpor 3 ciclos, com conversdes

em ésteres etilicos acima de 90%.
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Figura 14 - Atividade de esterificacdo da Novozym 435 apdésaczdio de uso para
producéo de biodiesel enzimatico de biomassa dealia.
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Santin (2013) também observou para a transestg@da do Oleo de soja
utilizando ultrassom e Novozym 435, que conformet@&idade de esterificacédo
diminui, também observa-se uma queda na conversaésteres etilicos. No primeiro
reuso obteve 46,10 U/g de atividade e 73,68% dwessttilicos. Ja no segundo reuso
obteve uma atividade de 29,5 U/g e 9,27% em ésuiksos. No terceiro e quarto

ciclos obteve conversfes em ésteres etilicos @®6e23,65%, respectivamente.

Yu et al, (2010) realizaram um estudo de reuso da enziomw2ym 435 para
producdo de biodiesel em sistema de ultrassom.oAdigdes utilizadas foram, alcool
terc-amilico (4 mL), 6leo de soja (4 mmol), 50% mEencia do ultrassom, Novozym
435 (6% baseado no peso do 6leo), 0,5% de agu&, d8°temperatura e 50 rpm
durante 2 horas. Os autores concluiram que a emAm#oi desativada ou desnaturada
guando submetida a potencia ultrassénica, perdemdpouco de atividade (cerca de

4%) apos cinco ciclos de uso.

Foi observada uma boa estabilidade da enzima npsn®iros ciclos e a
conversao em ésteres etilicos foi satisfatoriamesmos (Figura 14) mostrando que €
possivel fazer reaproveitamento da enzima por Bside reacbes com propano
pressurizado (180 bar, 50°C por 7 horas de reagdiando biomassa de microlaga

Chlorella vulgaris.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho mostrap@n as variaveis
temperatura e pressao apresentaram efeito no poodedransesterficacdio situcom
catalise enzimatica de éster etilicos a partimazoalgaChlorella vulagarisutilizando
propano pressurizado como solvente. De forma géde se verificar que as estratégias
utilizadas para a transesterificacdo direta aptesenma grande potencialidade na
producédo de éster etilicos

As melhores condicbes de cada variavel (temper&0f&, pressdo 180 bar,
20% de enzima, razdo molar 6leo:etanol 1:24 portermpo de reacdode 7 horas) a
reacdo de transesterificagéositu converteu 98,98% em ésteres etilicos de biomassa d
microalga Chlorella vulgaris com propano pressurizado como solvente e a reagao
catalisada por uma enzima imobilizada.

A reutilizacdo da enzima mostrou-se interessanta pacampo da catalise
enzimética, evidenciando o comportamento compleaslighases. A enzimiovozym
435 manteve atividade durante 2 ciclos, perdendo maisS0d6 da sua atividade s6 no

quarto ciclo.
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5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Tendo como base os resultados obtidos neste tmbaghseguintes sugestdes

podem ser definidas:

. O emprego de outro solvente e /ou misturas de st@sgressurizados na
conducao da trasesterificagaicsitu utilizando biomassa de microalga;
. Producdo de biodiesel utilizando transesterificagéisitu em modo

continuo a partir de microalgas;

. Estudo da viabilidade econdmica da transesteréicagsitu;

. Estudo da producdo de ésteres etilicos a partiiamassa de outras
microalgas ;

. Utilizacao de outras lipases incluindo enzimasc@@uerciais;

. Estudo da razdo molar 6leo:acool utilizando metanol
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