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Orientadores: Clarice Steffens e Clarisa Dalla Rosa. 

A busca por combustíveis renováveis e sustentáveis está se tornando cada vez mais 

importante. A utilização de biomassa como matéria-prima energética é uma das formas 

mais promissoras para reduzir a dependência energética dos recursos fósseis não 

renováveis e, ao mesmo tempo reduzir o aquecimento global causado pela alta 

quantidade de carbono emitida pelos veículos abastecidos com combustíveis fósseis. O 

biodiesel é atualmente a alternativa mais aceita para substituição do combustível para 

motores diesel. Está classificado em Biodiesel de primeira, segunda e terceira geração 

de acordo com a matéria prima utilizada para a sua produção. E é o biodiesel de terceira 

geração produzido a partir de microalgas que tem emergido como uma das mais 

promissoras fontes alternativas aos combustíveis fósseis, porque apresentam uma 

grande eficiência fotossintética para a produção de biomassa, maiores taxas de 

crescimento e maior produtividade em relação às culturas convencionais. O método 

mais utilizado para a conversão de óleo ou biomassa em ésteres e a transesterificação. A 

fim de reduzir uma etapa durante o processamento, este trabalho realizou a 

transesterificação direta onde a extração e reação ocorrem ao mesmo tempo, reduzindo 

assim uma etapa do processo. Os métodos de transesterificação direta necessitam um 

maior teor de solvente para facilitar a extração aumentando assim o rendimento. Com o 

objetivo de diminuir a quantidade de solvente utilizado durante a transesterificação 

direta, este trabalho busca produzir ésteres etílicos a partir de biomassa de microalga 

Chlorella vulgaris, fazendo uso de um catalisador enzimático imobilizado (Novozym 

435) associado ao uso de fluido pressurizado (propano). As reações foram realizadas em 

um reator PARR de 100 mL, a uma velocidade de 1300 rpm. Num estudo preliminar, 
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onde se utilizou uma pressão de 50 bar, temperatura de 65°C, razão molar óleo:etanol 

1:6, e 20% de enzima, obteve-se uma conversão de 35,35 % de ésteres com relação ao 

peso de biomassa apresentando. Por tratar de um sistema novo sob investigação, o teste 

preliminar mostrou relevância, então uma avaliação do efeito das variáveis (tempo, 

temperatura e pressão) foram realizadas, apesar das condições de processo não estarem 

otimizadas, já apresentaram uma conversão de 51,14% (teor de óleo) em rendimento de 

éster etílico. Um delineamento composto central rotacional 22  visando otimizar a 

conversão em biodiesel no sistema reacional, foi estudado aplicando uma faixa menor 

de temperatura e uma maior faixa de pressão, se obteve a maior conversão em ésteres 

etílicos (74,39%), a uma temperatura de 50 °C e a uma pressão de 180 bar. Após 

otimizar o tempo e a temperatura, foi avaliada a concentração enzimática, tendo maior 

resultado (78,44% EEAG) quando adicionados 25% de enzima. Avaliou-se a razão 

molar óleo:etanol, e a partir da razão molar 1:24, o aumento da conversão foi menor que 

1%. Depois de ter definido a melhor temperatura (50 °C), pressão (180 bar), 

concentração enzimática (20%), e razão molar óleo:etanol (1:24), foi realizada a 

cinética enzimática, e no tempo de 7 horas de reação quase atingiu 100% de conversão 

(98,98%). Por fim, o estudo de reuso da enzima Novozym 435 permitiu verificar que a 

mesma manteve sua atividade durante dois ciclos, perdendo sua atividade a partir do 

terceiro ciclo. 

PALAVRA-CHAVE: Chlorella vulgaris, transesterificação,, Novozym 435, 

otimização. 
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Enzymatic production of ethyl ester from microalgae using propane as 

pressurized fluid 

 

Naiane Sabedot Marcon 

 

Advisors: Clarice Steffens e Clarissa Dalla Rosa 

The search for renewable and sustainable fuels is becoming more important. As a result, 

the use of biomass as an energy feedstock is one of the most promising ways to reduce 

energy dependence from non-renewable fossil fuels. The method more utilized for 

converting biomass or oil in ester is the transesterification and to reduce a stage during 

processing, direct transesterification is used, where extraction and reaction occur 

simultaneously. The methods of direct transesterification require a higher solvent 

content in order to facilitate the extraction so increasing the yield. Aim to decrease the 

quantity of solvent used during direct transesterification, this study sought to produce 

biodiesel from biomass of microalgae Chlorella vulgaris with use of an immobilized 

enzyme catalyst (Novozym 435) associated to the use of pressurized fluid (propane). 

The reactions were performed in a 100 ml PARR reactor, at a speed of 1300 rpm. In a 

preliminary study, where they used a 50 bar pressure, 65 ° C, molar ratio oil: ethanol 1: 

6, and 20% enzyme gave a conversion of 35.35% the ethyl esters for biomass weight. It 

is a new system that is under scrutiny, which has shown consistency through the 

experimental design technique, in evaluating the effect of significant process variables 

(time, temperature and pressure). Even though the process conditions were not 

optimized, the results have already presented a conversion of approximately 51,4% (oil 

content) to yield ethyl ester. A central composite design 22 to optimize the conversion in 

biodiesel in the reaction system was studied, a lower temperature range and a larger 

range of pressure, there was obtained the greatest conversion to ethyl esters (74.39%), at 

a temperature of 50 ° C and a pressure of 180 bar. After optimization the pressure and 

the temperature, enzyme concentration was rater and better result (78.44% in ethyl 



iv 

 

esters) observed when added 25% enzyme. Was evaluated the molar ratio of oil: 

ethanol, as from 1:24 molar ratio, the increase in conversion was less than 1%. After 

having defined the better temperature (50 ° C), pressure (180 bar), enzyme 

concentration (20%), and molar ratio of oil: ethanol (1:24), the enzyme kinetics it was 

realized, in the time 7 hours the reaction reached almost 100% conversion to ethyl esters 

(98.98%). Finally, the enzyme reuse study Novozym 435 has shown that it maintained 

its activity for two cycles, losing its activity from the third cycle. After the development 

of this work, it was able to verify that the strategies used aiming at higher production 

ethil ester increased production of ethyl ester showed potential, achieving a yield of 

98.98% in ethyl esters using the best conditions for each variable to obtain biodiesel 

from biomass Chlorella vulgaris. 

 

KEYWORD: Chlorella vulgaris, transesterification, Novozym 435, optimization. 
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1 INTRODUÇÃO 

A energia é essencial para a vida e para o desenvolvimento da indústria. A 

demanda de energia vem aumentando a cada ano, isso gera grande preocupação devido 

ao seu grande consumo pelo setor industrial, sendo derivada de combustíveis fósseis e 

sua combustão um dos principais contribuintes para a poluição atmosférica, o que pode 

levar ao aquecimento global (AHMAD et al., 2011, PRAVEENKUMAR et al., 2012). 

Esses fatores motivaram o desenvolvimento de fontes de energia renovável que 

poderiam substituir os combustíveis fósseis, dentre eles os biocombustíveis. Tendo 

como destaque a utilização do biodiesel que é um éster de ácido graxo, renovável e 

biodegradável, obtido principalmente pela transesterificação de gorduras e óleos 

vegetais na presença de um catalisador por um álcool primário (geralmente metanol, ou 

etanol), levando a formação de um éster metílico de ácido graxo (EMAG) ou éster 

etílico de ácido graxo (EEAG) (ALMEIDA et al., 2012 e ABOMOHRA et al., 2016).   

A transesterificação utilizando enzimas como catalisadores aparece como uma 

proposta para superar as desvantagens da produção de biodiesel catalisado de forma 

convencional (ácido ou alcalino), não sendo necessário o tratamento das águas 

residuais, e a recuperação do catalisador no final do processo é mais fácil, necessitando 

de uma quantidade inferior de solvente. Este processo tem mostrado resultados 

promissores, onde o glicerol pode ser facilmente recuperado, sem a necessidade de um 

processo complexo e os ácidos graxos livres contidos nos óleos podem ser 

completamente convertidos em ésteres metílicos ou etílicos (ANGARITA et al., 2012).  

Um problema relacionado ao uso de enzimas como catalisadores para a 

produção de biodiesel é uma reação mais lenta quando comparada a catalizadores 

alcalinos, e menores temperaturas devem ser utilizadas a fim de evitar a inativação 

enzimática (CHRISTOPHER et al., 2014). Para incrementar a velocidade da reação os 

fluidos pressurizados têm sido amplamente explorados para sua utilização em meios de 

reação com solvente, pois possuem viscosidades e difusividades intermediárias entre 

gases e líquidos. Além disso, tensões superficiais aproximadamente nulas permitem a 

fácil penetração destes solventes em materiais macro e micro poroso. Todas estas 

características tornam os fluidos pressurizados atrativos como solventes quando as 

limitações de transferência de massa são elevadas como no caso da transesterificação 
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enzimática em solventes orgânicos. A alta difusividade obtida com fluidos 

pressurizados pode ser utilizada para melhorar as taxas das reações e, portanto, a 

transesterificação enzimática em meio supercrítico pode ser considerada como uma 

abordagem vantajosa (FALCÃO, 2011). 

O desenvolvimento de novas tecnologias é importante para assegurar o 

suprimento energético das populações. Estudos mostraram que os óleos encontrados nas 

microalgas possuem similaridade quanto às características físico-químicas dos óleos 

vegetais em geral, dessa forma podem ser consideradas matérias primas potenciais para 

a produção de biodiesel (FAO, 2006). 

As microalgas têm inúmeras vantagens sobre outras matérias primas, por 

consumir menos água e nutrientes para crescer em comparação com as culturas 

terrestres. Podem ter uma produtividade em termos de óleo vinte vezes maior do que as 

oleaginosas. Crescem rapidamente e o seu tempo de duplicação varia de 3,5 h a 24 h. A 

alta taxa de crescimento em um curto espaço de tempo resulta numa elevada produção 

de biomassa. Outro fator bastante importante é que as microalgas podem crescer nos 

efluentes industriais ou domésticos, utilizando nitrogênio e fósforo como fontes de 

nutrientes. As microalgas também podem adsorver gases de combustão industrial e CO2 

atmosférico, convertendo CO2 em moléculas orgânicas (hidratos de carbono, proteínas e 

lipídeos) através da fotossíntese (RASHID, 2014).  

Diante deste cenário e das investigações prévias realizadas éque se fundamenta a 

proposta deste trabalho, cujo objetivo geral e os objetivos específicos são apresentados a 

seguir.  

1.1 Objetivo Geral:  

Produzir ésteres etílicos a partir de biomassa de microalgas Chlorella vulgaris 
utilizando propano como fluido pressurizado e catalisador enzimático (Novozym 435). 

 

1.2 Objetivos Específicos: 

Em consonância com o cenário do apresentado, os seguintes objetivos 

específicos foram delineados: 

1. Estudar o efeito das variáveis temperatura, pressão, razão molar, óleo-etanol, 
concetração da enzima sobre a conversão da reação de produção de ésteres 
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etílicosde microalga em propano pressurizadom para otimizar a produção de 
ésteres neste sistema; 

2. Realizar uma cinética da condição otimizada para determinar o melhor tempo de 
reação; 

3.  Estudar a reutilização (número de ciclo) da enzima comercial, novozym 435, 
em meio propano pressurizado na transesterificação in situ da biomassa de 
Chlorella vulgaris em modo batelada.  

Como forma de embasamento do presente trabalho, primeiramente será 

apresentado o estado da arte sobre o assunto, procurando evidenciar os resultados e 

lacunas presestes na literatura referentes ao tema do presente estudo. O Capítulo 3 

apresenta os métodos analíticos utilizados no decorrer deste trabalho bem como a 

montagem do aparato experimental e o procedimento utilizado para a realização dos 

experimentos. No Capítulo 4 serão apresentados e discutidos os resultados obtidos e no 

Capítulo 5 serão apresentadas algumas conclusões decorrentes da realização deste 

trabalhoe sugestõs para estapas futuras. As refeências bibliográficas utilizadas no 

decorrer do presente estudo são citadas no Capítulo 6. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 Neste item é apresentada, de forma sucinta a fundamentação teórica necessária 

ao desenvolvimento deste trabalho, incluindo tópicos sobre microalgas, formas de 

extração do óleo e produção de biodiesel em fluidos pressurizado. 

2.1 Biocombustíveis  

Muitos países estão voltando sua atenção para o desenvolvimento de novas 

fontes de energia sustentáveis e renováveis, tais como os biocombustíveis. Essas novas 

fontes apresentam grande interesse, pois poderão desempenhar um papel crucial na 

infraestrutura energética global em um  futuro próximo (CHEN et al., 2011). 

A Agência Nacional de Petróleo (ANP) descreve Biocombustíveis como 

derivados de biomassa renováveis que podem substituir, parcial ou totalmente, 

combustíveis derivados do petróleo e gás natural em motores a combustão ou em outro 

tipo de geração de energia. Os dois principais biocombustíveis líquidos usados no Brasil 

são o etanol extraído de cana-de-açúcar e, em escala crescente, o biodiesel, que é 

produzido a partir de óleos vegetais ou de gorduras animais e adicionado ao diesel de 

petróleo em proporções variáveis.  

No Brasil, segundo a ANP (2015), 41,2% da energia e 18% dos combustíveis 

consumidos já são renováveis, enquanto que o consumo de energias renováveis no 

mundo apresenta um percentual de 14%. Pioneiro mundial no uso de biocombustíveis, o 

Brasil alcançou uma posição almejada por muitos países que buscam fontes renováveis 

de energia como alternativas estratégicas ao petróleo. A Figura 1 apresenta um 

comparativo da energia renovável e não renovável consumida no mundo e no Brasil, 

baseado nos dados obtidos da resenha energética brasileira, exercício 2015.  
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Figura 1- Comparativo entre o consumo de energia no mundo e no Brasil (EPE – 
Empresa de Pesquisa Energética – Ministério de Minas e Energia). 

  

Fonte: (EPE – Empresa de Pesquisa Energética – Ministério de Minas e Energia 2015).  

 

2.2 Biodiesel 

É de conhecimento público que óleos vegetais e gorduras animais já foram 

investigados como combustível para motores do ciclo diesel muito tempo antes da crise 

energética dos anos 70 e nos primeiros anos de 80, aumentando o interesse nestes 

combustíveis alternativos.  Rudolph Diesel o inventor da máquina que veio a receber o 

seu nome, também teve algum interesse neste tipo de combustível. Segundo a biografia 

de Diesel, escrita por Eugen Diesel (1937 apud KNOTHE 2006), durante a Exposição 

de Paris de 1900, a companhia francesa Otto demonstrou o funcionamento de um 

pequeno motor diesel com óleo de amendoim.  

Acredita-se que a patente belga sob o nº 422.877, concedida em 31 de agosto de 

1937 ao pesquisador G. Chavanne (CHAVANNE, 1938 apud KNOTHE, 2006) 

representa o primeiro relato do que hoje é conhecido como biodiesel, onde é descrito o 

uso de ésteres etílicos de óleo de palma (embora outros óleos vegetais e ésteres 

metílicos também foram mencionados) obtido por transesterificação em meio ácido 

como combustível análogo ao diesel derivado do petróleo (CHAVANNE, 1944 apud 

KNOTHE, 2006). 

Óleos vegetais foram usados como combustíveis de emergência, para substituir o 

diesel importado durante Segunda Guerra Mundial. Porém a necessidade de utilizar 

combustíveis alternativos veio após a crise do petróleo em 1973 e a guerra do golfo em 

1991. Hoje, o biodiesel é produzido em vários países (KNOTHE, 2001; BALAT, 2009; 
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DEMIRBAS, 2010; AVINASH et al., 2014). O biodiesel é qualquer biocombustível 

equivalente ao diesel obtido a partir de materiais biológicos renováveis, tais como óleos 

vegetais ou gorduras animais, e consiste em hidrocarbonetos saturados de cadeia longa. 

Pode ser misturado ao diesel em qualquer concentração ou usado na forma pura (B100). 

Quando comparado ao diesel de petróleo, o biodiesel apresenta significativas vantagens 

ambientais. Um estudo realizado pelo “National Biodiesel Board” (agência que 

representa a indústria de biodiesel nos Estados Unidos) demonstrou que a queima de 

biodiesel pode emitir, em média, 48% menos monóxido de carbono; 47% menos 

material particulado (que penetra nos pulmões); 67% menos hidrocarbonetos. Esses 

percentuais variam de acordo com a quantidade de B100 adicionado ao diesel de 

petróleo, no B3 essas reduções ocorrem de modo proporcional, ou seja, B100 equivale a 

100% de biodiesel e B3 a 3% de biodiesel adicionado ao diesel (ANP, 2015). 

Desde 1º de novembro de 2014, o óleo diesel comercializado em todo o Brasil 

contém 7% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Medida Provisória nº 647, que 

alterou o percentual mandatório de biodiesel para 6%, a partir de 1° de julho de 2014, e 

para 7%, a partir de 1° de novembro deste mesmo ano. Esta alteração foi publicada no 

Diário Oficial da União (DOU) em 28 de maio de 2014. Isso acrescentará cerca de 1,2 

bilhão de litros de biodiesel ao consumo em 2015. A contínua elevação do percentual de 

adição de biodiesel ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Produção e 

Uso do Biodiesel e da experiência acumulada pelo Brasil na produção e no uso em larga 

escala de biocombustíveis. 

Atualmente o biodiesel é a alternativa mais aceita para substituição do 

combustível para motores diesel, oferecendo vantagens ambientais e de segurança se 

comparado a o diesel. Apresenta um ponto de fulgor muito mais alto, o que diminui a 

possibilidade de produzir vapores de ar/combustível, possui melhor qualidade de 

ignição, pois apresenta elevado teor de cetanos, que é um indicador importante na 

qualidade do combustível para motores de compressão interna (KNOTHE et al., 2005; 

ZAPPI et al., 2003). Seu armazenamento e manipulação são, portanto, mais seguros que 

o do diesel. Em condições normais de armazenamento o biodiesel pode ser estocado por 

um ano, sem mudanças dramáticas em seus parâmetros de qualidade, a aditivação 

correta garante que as amostras continuem a atender as especificações por períodos de 

estocagem superiores há um ano.  Para garantir a qualidade do biodiesel é necessário 

um transporte e armazenamento adequados, o contato com luz solar, água e ar deve ser 
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evitado (PRANKL, 2006). O biodiesel também é superior ao diesel no que diz respeito 

à sua natureza não tóxica e ao fato de ser biodegradável. O biodiesel pode ser degradado 

aproximadamente em 95% em um período de 30 dias, quando expostos a condições não 

favoráveis ao seu armazenamento, causando poucos problemas em caso de 

derramamento acidental e para a saúde do trabalhador. Por produzir menor quantidade 

de gases do efeito estufa por unidade de energia utilizável e, pela emissão de CO2 ser 

inferior ao limite fixado pelas plantas que originaram o combustível, pode contribuir 

significativamente para a redução do efeito estufa. O biodiesel apresenta também 

conteúdo praticamente nulo de enxofre (FUKUDA et al., 2001; BONDIOLI, 2004,  

SANTIN, 2013). 

 

2.3 Rotas para a produção de biodiesel 

Os dois processos mais utilizados, na produção de biodiesel são a 

transesterificação e a esterificação, embora existam outros processos que também 

possam ser utilizados, como microemulsões e pirólise. O objetivo desse processo é 

diminuir a viscosidade do óleo assim como melhorar o desempenho do mesmo em 

motores movidos a diesel (CAMARGOS, 2005). Estes processos podem ser descrito 

como: 

• Microemulsificação: é definido como uma dispersão de equilíbrio coloidal de 

fluidos isotrópicos, claros translúcidos, termodinamicamente estáveis, formada 

espontaneamente por dois líquidos imiscíveis (óleo vegetal e álcool) e um fluido 

anfifílico iônico ou não (MA e HANNA, 1999; FUKUDA et al., 2001). As 

microemulsões foram propostas para solucionar os problemas associados à alta 

viscosidade apresentada pelos óleos vegetais. Assim para diminuição da viscosidade dos 

óleos é adicionado solvente aos óleos vegetais. Contudo, apesar das microemulsões 

apresentarem boas características no que diz respeito aos padrões de atomização, 

verificou-se que um longo prazo provoca a deposição de carbono no motor, a 

combustão incompleta e o aumento da viscosidade de óleos lubrificantes 

(FELIZARDO, 2003; GARCIA, 2006).  

• Pirólise ou craqueamento térmico: é um processo de refino de óleos e 

gorduras que consiste na quebra (crack) que ocorre em altas temperaturas (acima de 350 
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- 700ºC), na ausência de oxigênio, provocando a quebra das moléculas dos 

triglicerídeos, na presença ou ausência de catalisador, formando uma mistura de 

hidrocarbonetos e compostos oxigenados (MA e HANNA, 1999; DEMIRBAS, 2003; 

SUAREZ et al., 2007, MARCILLA et al., 2013). No entanto, este processo é bastante 

complicado, pois produz produtos secundários que não têm valor comercial. 

• Esterificação: consiste em apenas uma reação entre um ácido carboxílico 

(R1COOH) com um álcool (R2OH) para obtenção de éster (R1COOR2) e água, como 

representado na Figura 2, podendo ser hidrolisado pela água produzida. 

Consequentemente, esterificação e hidrólise alcançam o equilíbrio. A esterificação é 

uma reação de pré-tratamento dos óleos e gorduras para reduzir a saponificação 

(CHEMSEDDINE e AUDINOS, 1995 e ANGARITA et al., 2012).  

 

Figura 2 - Reação de esterificação, entre um ácido carboxílico e um álcool, formando 
um éster e água. 

 

Fonte: Autor 

• Transesterificação: também pode ser chamada de alcoólise, envolve a reação 

catalítica de triglicerídeos (óleos vegetais e gorduras) com um álcool de cadeia linear 

simples, tais como metanol, etanol, propanol e butanol. A estequiometria dessa reação 

requer a razão molar álcool:triacilglicerol de 3:1. É uma reação de múltiplos passos, 

onde os triglicerídeos são convertidos em diglicerideos, em seguida, convertidos para 

monoglicerideos que são convertidos em ésteres e glicerol. Como se tratar de um 

processo reversível, uma quantidade maior de álcool é utilizada, para favorecer o 

deslocamento do equilíbrio para direita (MEHER et al., 2006 LOTERO et al., 2006; 

MATA et al.,  2010). O processo de transesterificação está demonstrado na Figura 3.  
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Figura 3 - Reação de transesterificação, com 1 triglicerídeos e 3 álcoois formando 
ésteres e glicerol. 

 

Fonte: Trentin (2010). 

 

A transesterificação de triglicerídeos pode ser conduzida por rotas catalíticas 

onde diferentes tipos de catalisadores (básicos, ácidos ou enzimáticos) podem ser 

empregados e não catalíticas onde são utilizados fluidos supercríticos (MADRAS et al., 

2004). A seguir está descrito um pouco sobre cada tipo de catálise: 

Catálise ácida: é catalisado por ácidos de Brönsted preferivelmente por ácidos 

sulfônicos. Estes catalisadores produzem elevados rendimentos em álquil-ésteres, mas 

as reações são lentas. Segundo Canakci e Sanli (2008) o processo de catalise ácida pode 

ser considerado como um pré-tratamento, sendo uma reação através da qual os ácidos 

graxos livres são convertidos em monoésteres. O principal obstáculo para o pré-
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tratamento é a formação de água que faz com que o processo de conversão dos ácidos 

graxos livres em ésteres seja inibido.  

Catátise Alcalina: No processo de transesterificação alcalina a reação é catalisada por 

metais alcalinos, alcóxidos e hidróxidos, bem como por carbonatos de sódio e potássio. 

Os catalisadores alcalinos apresentam um elevado rendimento na obtenção de óleos 

vegetais com alta qualidade do combustível, porem para um bom rendimento é 

necessário que o teor de água e de ácidos graxos livres seja inferior a 0,06% (m/m) e 

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

produção de biodiesel é o hidróxido de sódio, por ser mais barato, tendo como 

característica apresentar quantidades superiores de ácidos graxos livres pode levar a 

formação de sabão, diminuindo o rendimento de ésteres, além da saponificação formar 

emulsões que dificultam a recuperação do catalisador. E as reações secundárias de 

saponificação e hidrolise afetam a pureza e o rendimento do biodiesel. A remoção 

destes catalisadores e do glicerol é tecnicamente difícil e acarreta um custo extra no 

produto final. E a recuperação e o tratamento das águas residuárias é necessário 

(CHRISTOPHER et al., 2014, BALAT e BALAT, 2010). E a neutralização das águas 

residuárias.  

Catalise Heterogênea: Catalisadores heterogêneos são aqueles que estão em um estágio 

diferente do reagente, ou seja, não se dissolve em álcool ou óleo, são sólidos e, portanto 

são facilmente recuperados no final da reação.  Esses catalisadores podem superar 

alguns dos principais problemas do uso de catalisadores homogêneos como a 

necessidade de purificação e tratamento de efluentes contaminados com os 

catalisadores. Além disso, o glicerol produzido é incolor e possui uma pureza elevada 

de 95% (BOURNAY et al., 2005). 

Métodos não catalíticos: É possível conduzir a transesterificação na ausência de um 

catalisador, uma estratégica que requer altas pressões (20 MPa) e altas temperaturas 

(350°C) (DASARI et al., 2003). A aplicação de solventes em condições supercríticas ou 

próximas ao seu ponto crítico é baseada na observação experimental da característica que 

muitos gases apresentam melhora significativa no seu poder de solubilização quando 

submetidos a altas pressões (McHGHH e KRUKONIS, 1994).  

Catálise Enzimática: É a mais atraente, pois pode evitar formação de sabão e o processo 

de purificação é simples de realizar. Alcoólise de triglicerídeos com uma lipase é 
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considerada uma das reações mais eficazes para a produção de biodiesel. No entanto, 

eles são menos utilizados comercialmente devido ao maior tempo de reação e maior 

custo (LEUNG et al., 2010 e BALAT E BALAT, 2010).  A Tabela 1 apresenta a 

produção de biodiesel catalisada por algumas enzimas. 

Tabela 1 - Produção de biodiesel catalisada por enzimas 

Substrato Enzima 
Condição 

operacional Aceitador de acilo Produção(%) 

Óleo vegetal Lipozyme TL IM 25°C, 7h Etanol 84 

Óleo vegetal Novozym 435 25°C, 7h Metanol >99 

Microalga Candida SP. lipase IM 38°C, 12h Metanol 98 

Óleo de colza C.rugosa 37°C,24h 2-etil-1-hexanol 97 

Óleo de soja Novozym 435 40°C, 14h Acetato de Metila 92 

Óleo de soja P.fluorescens 35°C, 90 h Metanol 80 

Óleo de soja C. rugosa 35°C, 90 h Metanol 80 

Óleo de girassol R. miehei 40°C, 48h Metanol 95,5 

Óleo de girassol IM C.antarctica 50°C, 12h acetato de etila 63,3 
 

Fonte: adaptada de Christopher et al.(2014). 

A síntese de biodiesel utilizando enzimas, tais como de Candida antarctica, 

Candida rugosa, Candida sp., Pseudomonas cepacia, Rhizomucor miehei (Lipozyme 

RMIM), Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp., Pseudomonas lanuginosus e 

Thermomyces é bem relatado na literatura (LUO et al., 2006; JEONG e PARCK, 2007; 

SHAH e GUPTA, 2007; SHAO et al., 2008; SANTIN, 2013). As lipases provenientes de 

fungos são mais utilizadas para a transesterificação. Os parâmetros ótimos para o uso de 

uma enzima específica dependem da origem e da formulação da lipase. 

Estudos estão sendo realizados para a otimização das condições de reação 

(temperatura, solvente, pH, razão molar álcool/óleo, o tipo de micro-organismo que 

produz a enzima, etc), a fim de estabelecer as características adequadas para um 

processo de produção industrial. Os primeiros trabalhos sobre aplicação de enzimas para 

síntese de biodiesel foram realizados com éter de petróleo empregando o óleo de 

girassol como matéria prima e lipases de várias origens. Das lipases investigadas, 

apenas três foram capazes de catalisar a alcoólise, sendo que o melhor rendimento foi 

obtido com a enzima imobilizada a partir da bacteria Pseudomonas sp. Quando o 

processo foi repetido sem o solvente, empregando metanol como álcool para a reação, 

um rendimento em ésteres de apenas 3% foi observado, enquanto com etanol absoluto, 
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etanol 96% e 1-butanol, as conversões variaram de 70 a 82% (MITTELBACH e 

TRATHINIGG, 1990). 

2.3.1 Parâmetros que devem ser considerados nas reações de transesterificação 

Temperatura: A literatura mostra que a taxa de reação é fortemente influenciada pela 

temperatura da reação. A transesterificação pode ocorrer em diferentes temperaturas, 

dependendo do tipo de óleo. Contudo, normalmente ocorre a uma temperatura próxima 

ao ponto de ebulição do álcool (DARNOKO e CHERYAN, 2000; BARNWAL e 

SHARMA, 2005). Temperaturas mais elevadas podem diminuir a viscosidade do óleo e 

resultar em um aumento da taxa de reação e um tempo de reação mais curto. Em relação 

a sistemas enzimáticos, a temperatura ótima de operação é função da enzima a ser 

utilizada como catalisador da reação (NASCIMENTO et al., 2004).  

Tempo: A conversão aumenta com o tempo de reação. Os catalizadores homogêneos 

básicos precisam de tempos de reação menores que os catalizadores ácidos e os 

heterogêneos. As condições de temperatura e pressão devem se moderadas para os 

catalisadores ácidos e básicos (MA e HANNA, 1999). Para sistemas utilizando 

catalisadores químicos, a completa conversão do sistema é geralmente atingida em torno 

de 20 minutos de reação. No método enzimático com solventes orgânicos, a reação 

atinge conversão máxima em 5 horas de reação (FACCIO, 2004).  

Razão Molar: Um dos fatores mais importantes que afetam o rendimento da produção 

de éster é a razão molar de álcool e triglicerídeo. A razão molar está associada ao tipo 

de catalisador usado. Reações catalisadas por ácido requerem o uso de elevadas relações 

molares álcool/óleo vegetal, a fim de obter bons rendimentos de produto em pequenos 

tempos de reação. Entretanto, os rendimentos de ésteres não aumentam 

proporcionalmente com a razão molar. Por exemplo, para a metanólise de óleo de soja 

usando ácido sulfúrico, aumenta de 77% usando uma razão molar de 3,3:1, para 87,8% 

para uma razão de 6:1. Altas relações molares de 30:1 mostram uma melhoria 

moderada, até se alcançar um valor máximo de conversão de 98,4% (LOTERO et al., 

2006). 

Conteúdo de ácidos graxos livres: A quantidade de ácidos graxos livres nos óleos é um 

fator importante na reação quando catalisada por NaOH, pois será maior o rendimento 

para a neutralização. O conteúdo de água dos reagentes deve ser muito baixo, pois pode 
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alterar a rota da reação (hidrólise), o que aumentaria a viscosidade final do produto, 

dificultando o processo de separação (DALLA ROSA, 2006). 

Catalisadores: A concentração de catalisador pode interferir o rendimento da produção 

de biodiesel, segundo Leung et al. (2010). O catalisador alcalino é comumente mais 

utilizado porque possibilita um menor tempo de reação se comparado com catalisadores 

ácidos. 

Velocidade de agitação: é um fator crítico pouco mencionado na literatura, já que os 

reagentes constituem um sistema bifásico. Os álcoois não se dissolvem com 

triglicerídeo a temperatura ambiente e a mistura deve ser agita mecanicamente para 

permitir a transferência de massa. Sendo assim cada vez mais se encontram estudos 

relacionados à velocidade de agitação (ANGARITA et al., 2012). 

2.4 Fluidos pressurizados 

A combinação das propriedades das fases líquida e vapor, característica do 

estado supercrítico, ocorrem de uma forma extremamente vantajosa para a utilização 

dos FSC (fluido supercrítico) como solventes. Os FSC possuem densidades próximas a 

dos líquidos, o que fortalece as suas propriedades de solvente. Por outro lado, a 

viscosidade, a difusidade e a tensão superficial apresentam valores próximos aos do 

estado gasoso, o que torna as propriedades de transporte bastante favoráveis ao 

processo. Todas estas propriedades singulares fazem dos FSC meios bastante 

interessantes para reações químicas (OLIVEIRA, 1999). 

O uso de fluidos pressurizados como solventes para reações químicas pode ser 

uma rota promissora no sentido de eliminar traços de solvente dos produtos reacionais. 

Segundo Knez et al. (1998), He et al. (2007) e Knez et al. (2014) este método apresenta 

vantagens em relação às demais metodologias apresentadas para produção de biodiesel, 

dentre as quais podem ser destacadas: 

• Os processos de purificação são muito mais simples, devido à possibilidade de 

evitar o uso de solventes orgânicos; obtendo produtos com elevado grau de 

pureza.  

• Consumo de energia mais baixo devido às baixas temperaturas utilizadas durante 

o processo. 

• Tempo de reação menor do que a reação catalítica tradicional de 

transesterificação, visto que a taxas de transferência de massa são mais eficientes.  
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• Matérias primas de baixa qualidade podem ser usadas neste método, uma vez que 

elevados teores de ácidos graxos livres e água não apresentam efeito negativo na 

reação. O teor de água e de ácidos graxos livres deve ser inferior a 0,06% (m/m) e 

0,5% (m/m) respectivamente, na transesterificação catalisada por bases.  

Comparando a outros gases, o dióxido de carbono (CO2) tem sido largamente 

estudado para ser utilizado como meio solvente em reações enzimáticas, porém o seu 

uso em reações enzimáticas que utilizam óleos vegetais como substrato, apresentam 

algumas limitações quanto à solubilidade de tais compostos e no que diz respeito à 

atividade/estabilidade de algumas lipases, pois suas características hidrofílicas podem 

afetar negativamente a enzima (OLIVEIRA et al., 2006; NDIAYE et al., 2006). 

Referente a este aspecto, as propriedades do propano apontam vantagens sobre o CO2, 

as pressões envolvidas na extração de óleo utilizando propano são mais baixas do que 

aquelas com CO2, a solubilidade de óleos vegetais em CO2 supercritico é mais baixa se 

comparada com a solubilidade em propano, pois o propano líquido ou pressurizado é 

completamente miscível no óleo em temperatura ambiente. (ILLÉS et al., 2000; ILLÉS 

et al. 1997; BRAVI et al., 2002; HEGEL et al.,2007; FREITAS et al., 2008; 

PEDERSSETTI et al., 2011). O que implica em um sistema mais apropriado para a 

realização das reações enzimáticas a partir de óleos vegetais (OLIVEIRA et al., 2006 e 

LANZA et al., 2005). 

Oliveira et al. (2006) investigaram a influência da temperatura (35 - 75°C), 

pressão (10 – 250 bar), tempo de exposição (1 – 6 h) e a taxa despressurização (2 – 

50 bar/min para propano e n-butano e 10 – 200 Kg/m3.min para CO2) na atividade de 

esterificação das enzimas Novozym 435 e Lipozyme IM. Os resultados mostraram que 

ambas as enzimas apresentaram uma perda significativa de atividade na presença de 

dióxido de carbono. Para os demais gases, a Lipozyme IM teve apenas uma pequena 

perda da atividade, enquanto que a Novozym 435 teve um ganho de atividade quando 

submetida ao propano e n-butano. 

Altas conversões em ésteres são relatadas para ambos os sistemas, no entanto, 

requer a utilização de altos percentuais de enzima no meio de reação em relação à massa 

dos substratos. Dalla Rosa et al. (2008) apresenta a obtenção de biodiesel de soja em 

propano com a enzima comercial Novozym 435. Conversões completas da reação são 

relatadas em tempo de reação de 6 h, utilizando 3 e 5% (m/m) de enzima, porém quando 
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visto pelo aspecto de um menor tempo de reação, a concentração de 20 % de catalisador 

torna-se apreciável. No emprego de propano pressurizado, a razão solvente:substrato 

necessária para que boas conversões de ésteres sejam atingidas é de 2:1 conduzindo à 

conversões de até 82% em ésteres.  

Segundo Bursamarello et al. (2010), a catalise enzimática em propano 

pressurizado pode ser uma alternativa potencial frente as técnicas convencionais para a 

produção de biodiesel, uma vez que foram obtidas boas conversões de éster etilicos de 

soja (92% m/m) em condições de temperatura (65ºC) e pressão (50 bar) moderadas. 

2.4.1 Matéria prima para a produção de biodiesel 

A princípio toda a substância que possui triglicerídeos ou ácidos graxos em sua 

composição, pode ser usada para a produção de biodiesel. A composição de ácidos 

graxos na matéria prima para a produção de biodiesel é de fundamental importância. As 

características físicas dos ácidos graxos são determinadas pelo comprimento das cadeias 

e número de ligações duplas que elas contêm.  

A literatura não descreve uma classificação oficil para biodiesel, alguns autrores 

o classificam a partir da matéria prima utilizada para a sua produção:  

Biodiesel de primeira geração 

As matérias primas que se enquadram na primeira geração de biodiesel são as 

que podem ser utilizadas também na alimentação, como óleos comestíveis, entre elas 

estão a canola, soja, palma e girassol. Atualmente mais de 95% do biodiesel é produzido 

a partir de óleos comestíveis, o uso destas fontes tem gerado problemas, devido ao seu 

impacto sobre os mercados globais de alimentos, podendo assim afetar a segurança 

alimentar (BRENNAN e WENDE, 2010). Por exemplo, palma e soja são culturas cujos 

óleos são uma parte vital da alimentação humana. Desviar as culturas alimentares para a 

produção em grande escala de biodiesel poderia trazer desequilíbrio para o mercado 

mundial de alimentos (GUI et al., 2008). Além disso, a oferta de óleo é limitada, não 

sendo possível alcançar as duas demandas, produção de óleo para fins comestíveis e 

para a produção de biodiesel. Assim, a sua utilização como um biocombustível pode 

causar competição com o mercado de óleo comestível, aumentado o custo dos óleos 

comestíveis e do biodiesel (KANSEDO et al., 2009). Podendo ocorrer desequilíbrio 
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ecológico, pois diversas áreas estão sendo desflorestadas para fins de plantio, para tentar 

suprir as demandas.  

Biodiesel de segunda geração 

Para reduzir a dependência do óleo comestível, outras fontes de matérias-primas 

não alimentares vêm sendo estudadas, tais como: pinhão-manso, jojoba, a sementes do 

tabaco, resíduos de óleos de cozinha, gordura de restaurante e gorduras animais, para a 

utilização na produção de biodiesel de segunda geração. Eliminando a concorrência com 

os recursos alimentares, além disso, os subprodutos podem ser reaproveitados em 

processos químicos ou queimados para geração de calor e energia (ANTUNES e 

SILVA, 2010). 

A conversão do óleo não comestível em biodiesel é comparável com a de óleos 

comestíveis, em termos de produção e qualidade (PINZI et al., 2009). Contudo, como 

no caso dos biocombustíveis de primeira geração a oferta de matéria-prima oferecida 

não é suficiente para alcançar a demanda de biodiesel existente (ANTUNES e SILVA, 

2010).  

Biodiesel de terceira geração 

Matérias primas de terceira geração para a produção de biodiesel, que são 

derivadas a partir de microalgas, têm emergido como uma das mais promissoras fontes 

alternativas para a produção de biodiesel, porque apresentam uma grande eficiência 

fotossintética para a produção de biomassa, maiores taxas de crescimento e 

produtividade em relação às culturas convencionais (RICHMOND, 2003).  

Desse modo, a produção de biodiesel de terceira geração apresenta algumas 

vantagens como: 

• Não afetam diretamente a cadeia de abastecimento alimentar humana. 

• As microalgas ocupam uma área de terra bem menor que os outros cultivos.  

• Reprodução rápida com alto rendimento de óleo. 

• As microalgas podem ser cultivadas em vários ambientes que são inadequados 

para o cultivo de outras culturas, tais como água salgada ou terras não 

cultiváveis (PATIL et al., 2008) que são inadequados para agricultura 

convencional. Além disso, podem ser cultivadas em fazendas ou em biorreatores 

(JANAUM e ELLIS, 2010).  
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• Microalgas produzem valiosos co-produtos ou subprodutos, tais como 

biopolímeros, proteínas, hidratos de carbono e biomassa residual, que podem ser 

utilizado como alimento ou fertilizantes. Além disso, o cultivo de microalgas 

não exige herbicidas nem pesticidas (RODOLFI et al., 2009). 

• Microalgas são fixadoras de CO2 na atmosfera, contribuindo para a redução nos 

níveis de poluição. Além disso, a produção de biomassa de microalgas afeta a 

biofixação de CO2 dos resíduos (CHISTI, 2007; RODOLFI et al., 2009). 

• Os lipídeos extraídos das microalgas são na sua maioria neutros, devido ao seu 

elevado grau de saturação e a sua acumulação nas células da microalga em 

diferentes fases de crescimento (dependendo da estirpe), tornando os lipídeos 

das microalgas um substituto potencial para o combustível diesel (McGINNIS et 

al., 1997; DANQUAH et al., 2009). 

A Tabela 2 apresenta dados de diferentes culturas utilizadas para produzir 

biodiesel. Verifica-se que, embora os teores de óleo sejam semelhantes entre plantas, 

sementes e de microalgas, existem variações significativas na produtividade de 

biomassa total e rendimento de óleo resultante na produtividade de biodiesel, com uma 

clara vantagem para microalgas. Em termos de uso da terra, as microalgas seguidas do 

óleo de palma são claramente vantajosos devido à sua maior produtividade de biomassa 

e rendimento de óleo. 

2.5 Microalgas 

Microalgas são algas microscópicas comumente encontradas em sistemas de água 

doce e marinhas. São organismos fotossintéticos que estão atraindo um número 

crescente de interesse para aplicações industrial, tais como a produção de produtos 

químicos especiais e suplementos nutricionais (CHEN et al., 2009). O termo microalga 

engloba uma série de micro-organismos de natureza distinta, incluindo tanto organismos 

eucarióticos (algas verde, vermelhas, diatomáceas e dinoflagelados) quanto 

procarióticos (algas verdes-azuladas ou cianobactérias) (MADIGAN et al., 2004; 

TOMASELLI, 2004). 
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Tabela 2 - Comparação entre as diferentes culturas utilizadas para a produção de 
biodiesel. 

 Fonte Vegetal 

Teor de óleo 
(% óleo em 

peso por 
biomassa) 

Rendimento 
óleo (L 

óleo/ha ano) 

Uso de terra 
(m²ano/kg 
biodiesel) 

Produção de 
biodiesel (kg 
biodiesel /ha 

ano) 

1
ª 

G
E

R
A

Ç
Ã

O
 

Milho (Zea mays L.) 44 172 66 152 

Palma (Elaeis guineesis) 36 5366 2 4747 

Soja (Glycine mas L.) 18 636 18 562 

Camelina (Camelina sativa L.) 42 915 12 809 

Canola (Brassica napus L.) 41 974 12 862 

Girassol (Helianthus annuus L.) 40 1070 11 946 

2
ª 

G
E

R
A

Ç
Ã

O
 Mamona (Ricinus communis) 48 1307 9 1156 

Pinhão manso (Jatropha curcas. L) 28 741 15 656 

Maconha (Cannabis sativa L.) 33 363 31 321 

3
ª 

G
E

R
A

Ç
Ã

O
 Microalga (baixo teor de óleo) 15 58.700 0,2 51.927 

Microalga (médio teor de óleo) 50 97.800 0,1 86.515 

Microalga (alto teor de óleo) 70 136.900 0,1 121.104 

Fonte: Mata et al., (2010), adaptado pelo autor. 

As microalgas constituem um grupo extremamente heterogêneo, sendo 

encontradas em todo o mundo, principalmente em ambientes aquáticos, mas também na 

superfície de todos os tipos de solos. Embora sejam normalmente organismos de vida 

livre, algumas espécies podem viver em associação simbiótica com outros organismos 

(TOMASELLI, 2004). São responsáveis por produzir aproximadamente metade do 

oxigênio atmosférico e usam simultaneamente, o dióxido de carbono para crescer 

fotoautotroficamente (TABATABAEIA et al., 2011). 

Estima-se que existem cerca de 200.000 - 800.000 espécies dos quais apenas 

35.000 espécies são descritas. Mais de 15.000 novos compostos provenientes da 

biomassa de algas foram quimicamente determinados (CARDOSO et al., 2007). 

Durante os últimos 50 anos, tem se realizado uma investigação extensiva nas 

microalgas, como elas podem ser usadas numa grande variedade de processos, para a 

fabricação de muitos produtos importantes na economia (SPOLAORE et al., 2006). 

As microalgas são classificadas atendendo à sua pigmentação, ciclo de vida e 

estrutura celular (SHEEHAN et al., 1998, HU et al., 2008) como segue: 
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• Diatomáceas (Bacillariophyceae): São predominantes no fitoplâncton marinho, mas 

podem ser encontradas em água doces e salobras, acumulam carbono em forma de 

óleos naturais. 

• Algas Verdes (Chlorophytas): São abundantes na água doce sendo que o principal 

produto da sua acumulação é o amido, porém em certas condições podem produzir 

óleos. 

• Algas azuis-verdes (Cyanophyceae): São parecidas com bactérias em estruturas e 

organização sendo que  a Spirulina é o tipo mais conhecido. 

• Algas douradas (Chrysophyceae): Estes tipos de algas são similares as diatomáceas, 

no entanto elas aparecem principalmente nas águas doces e produzem óleos naturais 

e carboidratos como produtos de sua acumulação. 

• Algas verdes-amarelas (Xanthophyceae). 

• Algas vermelhas (Rhodophyceae). 

• Algas marrons (Phaeophyceae). 

• Dinoflagelados (Dinophycae). 

• Picoplâncton (Prasinophyseae e eustigmatophyseae). 

Destas, as algas verdes são as que possuem maior potencial para a produção de 

óleos os quais são constituídos principalmente por ácidos graxos não saturados, cuja a 

principal base é o glicerol (LORA et al., 2012).  

Chlorophytas 

O grupo das Chlorophytas ou algas verdes constitui o mais diversificado de 

todas as algas, tanto na morfologia quanto no histórico de vida, compreendendo cerca 

de 7000 espécies. Possuem clorofilas A e B, além de caroteno e várias xantofilas. A 

parede celular é composta por celulose e, assim como as plantas superiores acumulam 

amido (α-1,4-glicano) como carboidrato de reserva. Apresentam cloroplastos envoltos 

por um envelope de duas membranas, sem retículo endoplasmático, e dentro dos 

cloroplastos, tilacóides empilhados formando granas. Os representantes deste grupo 

habitam os mais diferentes nichos, estando presentes tanto em águas doces quanto 

marinhas, além de ambientes terrestres. O grupo engloba representantes macroscópicos 

e microscópicos e, na classe das Chlorophyceae, onde predominam os organismos de 

água doce, encontram-se a ordem Chlorococales, caracteriza por organismos flagelados, 
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livres ou em colônias, onde se situa o genêro Chlorella sp. (CHAPMAN, 1977; 

RAVEN et al., 1992; BARSANTI e GUALTIERI, 2006; VASCONCELOS, 2012). 

Chlorella 

O nome Chlorella vem da palavra grega chloros que significa verde, e o sufixo 

latino ella se refere ao seu tamanho microscópico. É uma microalga unicelular que 

cresce em água doce e tem sido encontrada na terra desde o período pré-cambriano a 

mais de 2 bilhões de anos atrás e desde então a sua integridade genética manteve-se 

constante. Chlorella  vulgaris é capaz de acumular quantidades importantes de lipídios, 

especialmente depois de privação de nitrogênio, com um perfil de ácidos graxos  

adequado para a produção de biodiesel (CONVERTI et al., 2009, ZHENG et al., 2011). 

Chlorella vulgaris 

A espécie Chlorella vulgaris é uma microalga unicelular que habita água doce 

ou meios estuarinos, pertencente à divisão Chlorophyta, ordem Chlorococcales e 

família Oocystaceae, utiliza a energia da luz e dióxido de carbono para crescer, com 

maior eficiência fotossintética e produção de biomassa do que plantas terrestres, na 

Figura 4 e apresentada a imagem da microalga Chlorella vulgaris. Pode formar 

colônias, acumular pigmentos como clorofila a e b, β-caroteno e xantofilas. A sua forma 

de reserva de carbono intracelular é constituído por amido. Algumas espécies de 

microalgas sob condições ambientais adversas, como estresse nutritivo (falta de 

nitrogênio ou fósforo), podem acumular lipídeos (MIAO e WU, 2006; WILSON e 

HUNER, 2000). 
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Figura 4 - Chlorella vulgaris 

 

Fonte: http://botany.natur.cuni.cz/algo/CAUP/H1955_Chlorella_vulgaris.htm 

Chlorella vulgaris cultivada em condições ideais se multiplica por 

autoesporulação que é a reprodução assexuada mais comum em algas, quatro células-

filhas tem sua própria parede celular formada em 24 horas no interior da parede celular 

da célula mãe. Após a maturação destas células recém-formadas, a mãe rompe a parede 

celular, permitindo a libertação das células filhas e o restante da célula-mãe será 

consumido como alimento pelas células-filhas recém-formadas (YAMAMOTO et al., 

2004; YAMAMOTO et al., 2005; SAFI et al., 2014). 

2.5.1 Microalga como matéria prima para produção de biodiesel 

As primeiras iniciativas de cultivo de algas datam dos anos 1950, em instalações 

montadas na cobertura de edifícios do Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT). 

Durante os anos 1950 e 1960 verificou-se a possibilidade de obter combustíveis a partir 

das algas (KAJAN et al., 1994). O interesse no uso de microalgas para energias 

renováveis aumentou em 1970 durante a primeira crise do petróleo (SPOLAORE et al., 

2006). Nos anos 1980 foram desenvolvidos programas de pesquisa nesta área nos 

Estados Unidos, Tchecoslováquia, Alemanha, Israel, Austrália, Peru e Cuba (KAJAN et 

al., 1994).  

A falta de estabilidade dos preços do petróleo devido a sua escassez, aliado com 

a necessidade de reduzir as emissões de gases poluentes e o efeito estufa, e o alto valor 

do biodiesel produzido com matéria prima de primeira e segunda geração, desperta um 

novo interesse na produção de biodiesel utilizando microalgas, matéria prima de terceira 

geração (BARCLAY, 2005; KANEL e GUELCHER, 1999). Embora não seja rentável 
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ainda para competir com o diesel fóssil sem apoio adicional, como subsídios do 

governo, pesquisas, tanto na área acadêmica quanto na industrial, estão sendo realizadas 

para transformá-lo em um biocombustível economicamente viável (KANEL e 

GUELCHER, 1999; YOKOCHI et al., 2003; BIJL et al., 2004).  

A Figura 5 apresenta o fluxograma dos processos utilizados desde o crescimento 

da microalga até a produção do biodiesel. Dependendo do tipo de processo algumas 

etapas podem não ser realizadas. Os processos que utilizam biomassa úmida, não 

necessitam do processo de secagem, da colheita vai direto para a extração, na 

transesterificação direta elimina-se a etapa de extração. 

 

Figura 5 - Fluxograma do processo utilizado desde o crescimento da microalga até a 

produção do biodiesel. 

 

FONTE: Autor 

 

Durante o crescimento pode-se induzir o acúmulo de quantidade de substâncias 

lipídicas em muitas espécies de microalgas contribuindo para a obtenção de óleo com 

alto rendimento (SHEEHAN et al., 1998). O teor de lipídeos médio em microalgas varia 

entre 1 e 70%, mas sob certas condições algumas espécies podem alcançar 90% do peso 

seco (LI et al., 2008; CHISTI et al., 2007; SPOLAORE et al., 2006), apresentando uma 

ótima alternativa para obtenção de biodiesel a partir dessa biomassa. 
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A Tabela 3 apresenta o conteúdo lipídico, o perfil lipídico e de produtividade de 

biomassa de diferentes espécies de microalgas de água doce e marinhas, mostrando as 

diferenças entre várias espécies (LI et al., 2008; RINCHMOND 2004; RENAUD et al., 

1999; CHISTI et al., 2007; RODOLFI et al., 2009; SPOLAORE et al., 2006). 

Diferença nutricional e fatores ambientais de cultivo podem afetar as fases de 

crescimento e a composição de ácidos graxos. Estudos também relataram diferenças 

entre a composição de ácidos graxos de várias espécies de algas (ÔTLES e PIRE, 2001; 

POISSON et al., 2002;  PRATOOMYOT et al., 2005; NATRAH et al., 2007; HU et al., 

2008; GOVEIA e OLIVEIRA, 2009).  

Diferença nutricional e fatores ambientais de cultivo podem afetar as fases de 

crescimento e a composição de ácidos graxos. Estudos também relataram diferenças 

entre a composição de ácidos graxos de várias espécies de algas (ÔTLES e PIRE, 2001; 

POISSON et al., 2002;  PRATOOMYOT et al., 2005; NATRAH et al., 2007; HU et al., 

2008; GOVEIA e OLIVEIRA, 2009).  

Seja em ambiente natural ou em cultivos, o crescimento de uma população de 

microalgas é resultado da interação de fatores biológicos, onde as taxas metabólicas das 

espécies e a influência de outros organismos são consideradas; de aspectos físico-

químicos, como iluminação, temperatura, salinidade e nutrientes são retratados 

(RAVEN, 2001). 

Após a colheita e a secagem das microalgas segue-se o rompimento celular das 

células de microalgas para a liberação dos metabólitos de interesse. Vários métodos 

podem ser utilizados, dependendo da parede celular das microalgas e sobre a natureza 

do produto a ser obtido por ação mecânica (por exemplo, homogeneizadores de células, 

moinhos de esferas, ultrassom, autoclave e secagem por spray) ou de ação não-mecânica 

(por exemplo, congelamento, solventes orgânicos, choque osmótico e reações ácido-

base e enzimática). 
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Tabela 3 – Conteúdo lipídico e produtividade de biomassa das diferentes espécies de 

microalgas. 

Espécies de microalgas 
marinhas ou de agua doce 

Área 
produzida de 

biomassa 
(g/m²/dia) 

Volume em produção 
de biomassa (g/L/dia) 

Conteúdo lipídico 
% peso seco de 

biomassa 

Produção 
lipídica 

(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 72,5/130 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. 1,9-5,3 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 40,6-45,8 _ 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 máxima 25 0,21-0,25 4,0-9,0 _ 

Thalassiosira pseudômona _ 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: Mata et al. (2010), adaptado pelo autor.  
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As algas como matéria prima para o biodiesel estão em estágios preliminares de 

pesquisa, mas mostram um imenso potencial para oferecer alternativas como matéria 

prima para combustíveis de nova geração. A quantidade de lipídeos produzidos por 

microalgas em relação ao peso seco da biomassa  pode ser de 15 a 300 vezes maior do 

que o derivado de plantas. No entanto, seu cultivo e extração de óleo, juntamente com 

otimização de parâmetros importantes (luz, pH, temperatura, nutrientes) para um 

elevado rendimento de óleo com baixo custo é presentemente um grande desafio (XIN 

et al., 2010; SINGH et al., 2014). 

Após a produção da microalga é necessário a extração do óleo caso o biodiesel 

não for produzido por transesterificação direta. Os métodos de extração empregados no 

passado eram bem simplificados e os produtos obtidos a partir destes nem sempre eram 

óleos 100% puros. Além disso, as características de um óleo podem mudar conforme o 

método empregado, tendo em vista que as suas propriedades químicas poderão ser 

totalmente alteradas, dependendo das condições a qual ele é submetido (SILVA, 2006). 

Nas primeiras décadas do século XX utilizavam-se prensas para extração de 

oleaginosas, que, embora extraíssem um óleo de boa qualidade, deixavam resíduos no 

material sólido. Tais resíduos implicavam na perda de óleo, afetando a qualidade da 

torta, que é também um dos produtos efluentes do extrator (BOSS, 2000). Atualmente, a 

quantidade de solvente usada pelas indústrias em processos de extração convencional é 

estimada em aproximadamente, um milhão de toneladas por ano (MENDES et al., 

2007).Para extração do óleo normalmente é utilizado um solvente e realizada 

diretamente a partir da biomassa liofilizada, por ser um método de extração rápido e 

eficiente, reduz pouco a degradação. Vários solventes podem ser utilizados, tais como 

hexano, etanol (96%), ou uma mistura de hexano e etanol (96%), sendo possível se 

obter até 98% de extração quantitativa de ácidos graxos purificados (RICHMOND, 

2004). A grande limitação do processo é a eliminação do hexano após a extração, e a 

eventual degradação térmica do óleo. Com isso, diversos autores (BRUNNER 1994; 

ACOSTA et al., 1995; MARRONE et al., 1998; ESQUIVEL et al., 1999,  HASSAN et 

al., 2000 ILLÉS et al., 2000; HEGEL et al., 2007, HAMDAN et al., 2008, FREITAS et 

al., 2008. DONG et al., 2008) têm proposto a substituição do processo tradicional pelo 

processo de extração com fluido supercrítico. Isso pode ser explicado pelos 

triglicerídeos serem facilmente solúveis em CO2 supercrítico a 40ºC e em pressões 

próximas de 280 bar (REVERCHON e MARCO, 2006). 
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A extração com fluido supercrítico é definida por Williams (1981), como sendo 

uma operação unitária, onde são empregados solventes acima de seus pontos críticos 

para extraírem componentes solúveis de uma mistura. Tem sido amplamente estudada 

em diversas áreas do conhecimento, tendo como destaque a sua utilização na extração 

de compostos de fontes naturais. 

Mubarak et al. (2015) em uma revisão sobre métodos  de extração de óleo  de 

microalga eles comparam os métodos de extração e quais as vantagens e desvantagens 

que cada método relatado no estudo. A Tabela 4 apresenta a comparação entre os 

métodos de extração para vários tipos de microalgas, usando diferentes solventes e 

diversas condições de operação. A Tabela 5 descreve quais as vantagens e desvantagens 

dos diferentes métodos estudados. 

O grande desafio para a produção industrial e comercialização do biodiesel a 

partir de microalgas é o alto custo de extração do óleo da microalga para após ser 

convertido em biodiesel. Wahidin et al. (2014) e  Lardon et al. (2009) relataram que 

90% de energia consumida para a conversão de biodiesel a partir da biomassa de 

microalgas está no processo de extração de lipídios. Na tentativa de reduzir o consumo 

de energia pode se utilizar a transesterificação in situ que reduz uma etapa do processo. 

2.6 Transesterificação in situ 

A transesterificação in situ combina a etapa de extração do óleo com a reação de 

transesterificação fazendo tudo em uma única etapa, simplificando o processo de 

conversão, reduzindo o número de operações unitárias e os custos do produto final 

(biodiesel) (HAAS e WAGNER, 2011). De acordo com a Salam et al. (2016) a 

transesterificação in situ demonstrou-se tecnicamente viável para varias espécies de 

microalga marinhas e de água doce. No entanto eles observaram, uma grande 

desvantagem em relação a razão molar metanol:óleo que é bastante elevada para obter 

um rendimento desejado, podendo chegar  a 1000: 1. 
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Tabela 4 - Métodos de extração de óleo de microalga. 

Método de 
extração Solvente usado Condições de operação (temperatura, 

pressão, tempo) Microalga usada Rendimento Lipídio 
(%) 

Supercrítico 
CO2 e etanol 40°C, 35 MPa, 30 min Shizochytrium limacinum 33,9 

CO2  
Pavlova sp. 34 

Soxhlet 

N-Hexano 40°C, 0,1MPa, 18 h Shizochytrium limacinum 45 
Diclorometano 

 
Nannochloropsis oculata 9 

N-Hexano 
 

Nannochloropsis oculata 5,79 
Etanol 

 
Nannochloropsis oculata 40,9 

N-Hexano 
 

Pavlova sp. 45,2 
Éter de petróleo 

 
Nannochloropsis oculata 8,2 

Etanol 
 

Synechocystis PCC 6803 48 

Mistura de 
solvente 

Hexano/etanol 200°C, 0,1 Mpa, 2h Synechocystis PCC 6803 52 
Hexano/isopropanol 

 
Synechocystis PCC 6803 36 

Clorofórmio/metanol 
 

Synechocystis PCC 6803 50 
Clorofórmio/metanol/água 

 
Synechocystis PCC 6803 42 

Fluido 
pressurizado 

N-Hexano 60°C, 10-12MPa, 10 min Nannochloropsis oculata 6,1 
N-Hexano/prona-2-ol (2:1vol.%) 

 
Nannochloropsis oculata 20 

Etanol 96% 
 

Nannochloropsis oculata 36 
Ultrassom 
assistida 

Éter de petróleo Frequência 40 KHz, 1h Nannochloropsis oculata 3,3 

Microalga Úmida Hexano 90°C, 0,1 MPa, 
Chlorella e Scenedesmus 

sp. 
59,3 

FONTE:  Mubarak et al. (2015). 
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Tabela 5 - Vantagens e desvantagens de diferentes métodos de extração de óleo de microalga. 

Método Vantagens Desvantagens 

Prensa 
Fácil de usar, 

Não necessita solvente 
Grande quantidade de biomassa, 

Processo lento 

Ultrassom 
assistida 

Redução do tempo de extração, 
Redução do consumo de solvente, 

A uma maior penetração do solvente na parede celular 

Alto consumo de energia, 
Difícil de escalar 

Micro ondas 
assistida 

Mais econômico, 
Redução do tempo de extração, 

Redução do uso de solvente, 
Melhora o rendimento de extração 

A filtração ou centrifugação são necessárias para remover 
o resíduo sólido, 

Micro ondas pode ser ineficiente quando o solvente for 
apolar ou volátil, 

Gasta energia para recuperar o solvente 

Extração por 
solvente 

Simples e barato, 
Bom para pequena escala, 

Alta eficiência 

Tempo de extração e longo, 
Grande volume de solvente necessário, é tóxico e 

inflamável 

Supercrítico 

Redução do tempo de extração, 
Sintonizável solvatação devido à flexibilidade de mudar de pressão e temperatura para maior 

seletividade, solvente de baixa toxidade, 
Equilíbrio favorável de transferência de massa, devido às propriedade de difusão e viciosidade 

intermediário do fluido, 
Produção do extrato livre de solvente 

Alto custo do processo associado com a infraestrutura e 
operação 

Microalga 
úmida 

Não gasta energia para secagem da biomassa, Redução do uso de solvente 
A qualidade do lipídeo não é tão boa quanto o que é 

extraído de biomassa seca 

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

Vários estudos sobre transesterificação direta ou em duas etapas de diferentes 

microalgas foram realizados na literatura. Nagle e Lemke (1990) analisaram dois 

catalisadores, para a conversão do óleo de microalgas: catalise ácida (ácido clorídrico, 

HCl) e catalise alcalina (hidróxido de sódio,  NaOH). Estes autores mostraram que o 

uso de catalisadores ácidos para a produção de ésteres metílicos de ácidos graxos 

(FAME) a partir do óleo de microalgas resultou em maiores rendimentos do produto do 

que os catalisadores alcalinos sob as mesmas condições de reação.  

Na produção de biodiesel da transesterificação alcalina o baixo rendimento é um 

dos principais desafios enfrentados Acredita-se que a transesterificação enzimática pode 

melhorar o rendimento do biodiesel. As enzimas que melhor atuam na transesterificação 

são as lipases, elas podem ser categorizadas em três classes com base na sua 

especificidade e seletividade como lipases específicas posicionais; lipases específicas do 

tipo de ácidos graxos e lipases específicas para uma determinada classe de acilgliceróis 

(mono- di-triglicéridos) (TEO et al., 2014).  

Johnson e Wen (2009) testaram a produção de biodiesel a partir de microalga 

usando diferentes solventes (Metanol, clorofórmio, hexano e éter de petróleo). Quando a 

biomassa seca por congelameno foi utilizada como matéria prima, o método de duas 

fases resultou em 57% de rendimento de biodiesel (com base na biomassa de algas) com 

um teor de éster metílico de ácidos graxos (EMAG) de 66,37%. O método de uma fase 

(com clorofórmio, hexano ou éter de petróleo usado na transesterificação) conduziu a 

um elevado rendimento de biodiesel bruto, ao passo que apenas transesterificação à base 

de clorofórmio levou a um elevado teor de EMAG. Quando a biomassa úmida foi 

utilizada como matéria prima, o processo de uma só fase resultou em um rendimento 

muito inferior de biodiesel. 

Ehimen et al., (2010) produziram biodiesel através de transesterificação in situ 

da biomassa da microalga Chlorella, avaliando  diferentes parâmetros de reação entre 

eles: temperaturas, razão molar do álcool, tempos e umidade da biomassa. A melhor 

conversão de EMAG obtida foi de 88% , após uma reação de 2 horas, utilizando uma 

concentração de ácido sulfúrico de 0,04 mol, 500:1 mol de metanol e uma temperatura 

de 90°C.  A secagem da biomassa também foi observada e possui um importante papel, 

com o aumento no teor de umidade da biomassa, obteve-se redução nos rendimentos de 
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conversão de EMAG. Portanto, a secagem de biomassa pode ser necessária para à 

produção de biodiesel pelo processo in situ. No entanto, o custo energético da 

recuperação do excesso de reagentes (álcool) neste processo, assim como o aumento nas 

exigências de purificação EMAG, vem a limitar a redução de custos, uma das principais 

razões que favorece a utilização do método de transesterificação in situ. 

Transesterificação direta da microalga  Botryococcus braunii com refluxo 

contínuo de metanol foi estudada por Hidalgo et al. (2015), mostrando um alto 

rendimento FAME (~ 80%). A incorporação de hexano como co-solvente apresentou 

um efeito positivo sobre o rendimento de FAME, que passou de 82% (usando 104% v/v 

de metanol) para 95% quando foi adicionado 47% (v/v) de hexano. No entanto, a 

seletividade para o lipídeo não saponificável, tais como o esteról aumentou, afetando 

negativamente a qualidade do biodiesel. 

A transesterificação não catalítica foi estudada por Liu et al., (2015), os quais 

obtiveram um aumento na conversão de 19,3% para 95,5% quando utilizaram uma 

razão molar óleo:álcool de 1:9, em 4 minutos de reação, a 200 bar, e a temperatura de 

300 a 400°C. A microalga utilizada para o estudo foi a Chlorella protothecoides. Nan et 

al., (2015) otimizaram a produção de biodiesel por transesterificação não catalítica com 

metanol e etanol supercrítico, usando a microalga Chlorella protothecoide, encontrando 

como condições ideais de processo para EMAGs (rendimento 90,8 %) temperatura de 

320°C, pressão 152 bar, razão molar 19:1, tempo de exposição 31 min, e 7,5% em peso 

de óleo e para EEAGs (rendimento 87,8 %) 340oC, 170 bar, 33: 1, 35 por minutos, 7,5% 

em peso. 

2.8 Considerações sobre o estado da arte 

As microalgas têm vantagens sobre as fontes convencionais de biocombustível, há 

inúmeros relatos na literatura sobre a produção de biodiesel através da transesterificação 

direta onde ocorrem extração e reação numa única etapa. Mas os métodos de 

transesterificação direta relatados necessitam um maior teor de solvente para facilitar a 

extração aumentando assim o rendimento. No intuito de diminuir a quantidade de 

solvente utilizado durante a transesterificação direta este trabalho busca produzir 

biodiesel a partir de biomassa de microalga Chlorella vulgaris, fazendo uso de um 

catalisador enzimático (Novozym 435) associado ao uso de fluido pressurizado 

(propano).  
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3 METODOLOGIA 

Neste capítulo serão descritos os materiais e métodos utilizados, bem como os 

procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental deste trabalho, 

relacionados à produção de biodiesel enzimático utilizando biomassa de microalga. 

3.1  Especificação dos materiais  

Para a realização deste trabalho, foi utilizada uma lipase comercial de origem 

microbiana (Novozym 435). A lipase é produzida a partir de Candida antarctica, 

imobilizada em resina acrílica macroporosa de troca iônica, pela Novozymes Brasil/ 

Araucária-PR. A enzima atua randomicamente nas 3 posições do triglicerídio. O 

produto é constituído por partículas de formato esferoidal, com diâmetro de partícula 

entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de aproximadamente 430 kg/m3. Este produto é 

fornecido com quantidade de água entre 1-2%. A enzima Novozym 435 foi escolhida 

com base no trabalho de Feihmann et al. (2006), o qual ao avaliar o comportamento da 

atividade de duas lipases (Novozym 435 e Lipozyme IM) em propano pressurizado, 

observaram desempenho superior da enzima Novozym 435. 

Como substratos foram utilizados:  

• Biomassa de microalga Chlorella vulgaris (seca) cedida pela Universidade 

Federal de Pelotas utilizada para o experimento preliminar; 

• Biomassa de microalga Chlorella vulgaris (seca) adquirida da indústria Allma 

Natural Benefits utilizada para os demais experimentos; a Tabela 6 apresenta a 

caracterização da microalga segundo fabricante: 

Tabela 6 - Caracterização dos nutrientes da microalga Chlorella vulgaris 

Nutrientes 
Carboidratos 5,7g/100g 

Fibra 12,2g/100g 
Teor lipídico 10,7g/100g 

Proteína 57,86g/100g 
Cinzas 10,1/100g 

Umidade 5,7g/100g 
Valor energético 366 kcal 

Fonte: Allma Natural Benefits 
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• Álcool etílico (Merck, 99,9 % de pureza). 

• Propano (White Martins 99,5% de pureza, fase líquida). 

Na quantificação dos produtos da reação foram usados padrões comerciais dos 

ésteres majoritários e o padrão interno heptadecanoato de metila, (Sigma-Aldrich), 

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

Para a determinação da atividade enzimática os seguintes reagentes/ solventes 

foram utilizados: acetona PA ACS (Vetec, 99,5%), álcool etílico (Merck, 99,9 % de 

pureza) e hexano (Nuclear, P.A). Ácido láurico (Vetec, 98% CG), álcool n-propílico 

normal (Nuclear, P.A 99,5%) e hidróxido de sódio NaOH (Nuclear), foram utilizados 

como substratos para dosagem da atividade de esterificação das lipases. 

3.2 Determinação da atividade enzimática  

O procedimento adotado para a determinação da atividade da enzima Novozym 

435 foi o descrito por Oliveira et al. (2006). A atividade da enzima foi quantificada pelo 

consumo de ácido láurico na reação de esterificação entre o ácido láurico e álcool n-

propílico, à temperatura de 60 ºC, com a enzima (0,195 g) mantida sob agitação por 40 

minutos. A reação foi iniciada pela adição da enzima ao meio reacional, em um reator 

de vidro aberto de 20 mL, provido de agitação magnética e conectado a um banho 

termostático (60°C).  Alíquotas de 150 μL, em triplicata, foram retiradas do meio 

reacional no início e após 40 minutos de reação e diluídas em 20 mL de acetona-etanol 

(1:1) com a finalidade de cessar a reação e a extração dos ácidos restantes. A quantidade 

de ácido láurico consumido foi determinada por titulação com NaOH 0,01 M. Uma 

unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao consumo 

de 1 µmol de ácido láurico por minuto nas condições experimentais descritas.  

A Equação 1 (OLIVEIRA  et al.2006) foi empregada para o cálculo da atividade 

da lipase:  

 

��������� �	
� =
[(�0NaOH)-(�40NaOH)]

t×ma
×M×10�                                                (1) 

 

Onde:  

M = molaridade da solução de hidróxido de sódio;  
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V0NaOH = volume de NaOH gasto na titulação da amostra no início da reação 

(mL);  

V40 NaOH = volume de NaOH gasto na titulação da amostra após 40 minutos de 

reação (mL);  

ma = massa de enzima utilizada na reação (g);  

t = tempo de reação (min).  

A atividade da enzima foi determinada no início e ao final das reações em todos 

os experimentos realizados, objetivando o acompanhamento da alteração da atividade 

da Novozym 435 quando do seu emprego na reação de transesterificação e de 

esterificação. 

 

3.3 Produção de éster etílicos a partir da biomassa de Chlorella vulgaris. 

O sistema experimental utilizado para a produção de éster etílico com biomassa 

de Chlorella vulgaris, lipases imobilizadas e propano pressurizado era composto por um 

reator de 100 mL (PARR 4843), com agitação mecânica, uma manta de aquecimento 

para controle da temperatura, um cilindro de gás propano e uma bomba de seringa 

(ISCO, modelo 260D). De acordo com as especificações do fabricante, o reator é 

projetado para operar em pressões de até 210  bar. Um banho termostático foi acoplado 

a bomba seringa para manter constante a temperatura (5°C) de alimentação do solvente, 

permitindo assim avaliar a massa de solvente adicionada ao reator. Válvulas de esfera, 

de agulha e de uma via (check-valves) e indicadores de pressão e temperatura 

complementavam a unidade experimental. A Figura 6 apresenta um diagrama 

esquemático do aparato experimental.  

Os seguintes passos foram realizados no procedimento experimental: 

inicialmente o banho BR1, conectado a bomba de alta pressão (BS), foi ajustado a 

temperatura 5 °C. Após o banho termostático atingir a temperatura estabelecida, a 

válvula (V1) conectada ao cilindro de propano era aberta e adicionava-se uma carga 

deste solvente na bomba (BS), a fim de que o gás propano estivesse liquefeito. Este 

procedimento demorava em torno de 2 horas. Em seguida as válvulas V2 e V3 eram 

fechadas impedindo a passagem de gás para a linha onde estava conectado o reator. 

Os substratos (etanol e biomassa) após pesados em uma balança de precisão 

(0,0001 g precisão) foram adicionados ao reator e na sequência adicionou-se a  enzima. 
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Posteriormente o sistema foi fechado, iniciando a agitação. O aquecimento foi realizado 

por meio de uma manta na temperatura determinada no planejamento de experimentos.  

 

Figura 6 - Diagrama esquemático do aparato experimental utilizado para produzir 
ésteres etílicos a partir da biomassa de Chlorella vulgaris: cilindro de fluido, (CV) 
“check valve”, (BS) bomba de alta pressão, (BR1) banho termostático, (V1) válvula de 
alimentação para a bomba de alta pressão, (V2) válvula de alimentação do reator, (IT) 
indicador de temperatura, (IP) indicador de pressão, (CR) comando do controle de 
agitação, (V3) válvula de amostragem. 

 

Fonte: Autoclave Engeneering  

 
A válvula V1 foi fechada e pressurizou-se a bomba de seringa, através de 

comando na bomba de líquido, até a pressão estabelecida para o experimento. Após 

atingir a pressão desejada, anotava-se o volume de propano da bomba, afim de controlar 

o volume que era adicionado no reator. Na sequencia a vávula V2 foi aberta com fluxo 

constante de 20 mL/min. Ao atingir a pressão desejada o volume de propano adicionado 

era computado pelo decaimento do volume de solvente na bomba de seringa. O 

procedimento para preencher o reator com solvente e pressurizar o sistema demandava 

em média 5 min, após anotava-se o início do tempo reacional. O fluxo da bomba (BS), a 

pressão (IP) e a temperatura (IT) do sistema foram monitorados constantemente. 

Ao final do tempo de reação fechava-se a válvula V2, retirava-se a amostra para 

análise cromatográfia pela válvula V3, ao mesmo tempo que a despressurização do 
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sistema era realizada. O sistema demandava em média 1 hora para total 

despressurização. O conteúdo do reator era peneirado para separar a enzima da 

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

 

3.3.1 Experimento preliminar 

Este experimento teve como objetivo verificar a possibilidade de produzir 

ésteres etílicos a partir da biomassa de Chlorella vulgaris, a microalga foi produzida 

especificamente para ser uzada em reações de biodiesel, porém só teve microalga 

suficiente para o teste preliminar, utilizando propano como solvente. Como não foi 

encontrado relatos na literatura sobre biodiesel de microalga utilizando propano como 

solvente para o primeiro experimento foi utilizada a melhor condição avaliada por Dalla 

Rosa et al. (2008), para obtenção de biodiesel a partir de óleo de soja utilizando fluido 

pressurizado (propano) e enzima Novozym 435. As condições utilizadas foram: pressão 

de 50 bar, tempo de 8 horas, concentração de enzima de 20%, agitação de1000 rpm, 

temperatura de 65°C, razão molar óleo:etanol (1:6) e razão mássica solvente:substrato 

(2:1). Os demais experimentos foram realizados com uma microalga que não foi 

produzida especificamente para biodiesel, mas pertence a mesma linhagem da 

microalga (Chlorella vulgaris) utilizada no este preliminar. 

3.3.2 Planejamento experimental 

Para estudo do efeito da temperatura, pressão e tempo na conversão de ésteres 

etílicos a partir da biomassa de Chlorella vulgaris utilizou-se a técnica de planejamento de 

experimentos que é uma ferramenta estatística que permite avaliar as variáveis que exercem 

maior influência no desempenho de um determinado processo, assim como avaliar possíveis 

interações entre variáveis de um processo. Além disso, essa ferramenta também permite 

otimizar o sistema em estudo, com objetivo de maximizar ou minimizar uma resposta. A 

principal vantagem da utilização desta ferramenta é a redução do número de experimentos e 

a consequente redução de custos (YUN e BAI, 2008; BURKET et al., 2005; RODRIGUES 

e IEMMA, 2005 ).  

a) Efeito das variáveis pressão, temperatura e tempo sobre a conversão em 

éster de biomassa de microalga 

Com base no experimento preliminar realizou-se um planejamento composto 

central 2³ tendo como objetivo avaliar os efeitos das variáveis do processo (pressão, 
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temperatura e tempo de reação) sobre a conversão em ésteres a partir da reação direta de 

biomassa de microalga em biodiesel. A variável tempo de reação foi avaliada para tentar 

diminuir o tempo de reação, economizando solventes e substratos.   Com base no 

experimento do preliminar a pressão e temperatura foram avliados numa  faixa de 

pressão e temperatura, onde a pressão e a temperatura do ponto central foi próxima ao 

experimento do anexo pressão 55 bar e temperatura 65°C. A Tabela 7 apresenta as 

variáveis e níveis utilizados. 

Tabela 7 - Variáveis e níveis experimentais avaliados para obtenção de biodiesel a 
partir da biomassa de microalgas. 

Variáveis Níveis 
-1 0 1 

Pressão (bar) 30 55 80 
Temperatura (ºC) 50 65 80 

Tempo (horas) 1 4,5 8 
 

As variáveis fixadas foram, agitação 1300 rpm, razão molar óleo:etanol 1:12, 

concentração enzimática 20%. 

b)  Delineamento composto central rotacional 22  

Após análise estatística do planejamento experimental (a), realizou-se um 

delineamento composto central rotacional completo 22 (DCCR), totalizando 11 

experimentos, visando otimizar a conversão em biodiesel no sistema reacional estudado. 

O tempo total de reação foi fixado em 8 horas e as faixas de temperatura e pressão de 

enzima estudadas nesta etapa são apresentadas na Tabela 8. Os resultados foram 

analisados usando o software Statistica® 5.0 Statsoft Inc. e, através da análise de 

superfície de resposta, determinaram-se os valores ótimos destas variáveis para máxima 

produção de biodiesel.  

 

Tabela 8 - Variáveis e níveis estudados no delineamento composto central rotacional 22, 
para otimização da produção enzimática de biodiesel a partir de biomassa de microalga. 

Variáveis 
Níveis 

-1,41 -1 0 1 1,41 

Pressão (bar) 59,5 80 130 180 200,5 

Temperatura (ºC) 46,9 50 57,5 65 68,1 
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As variáveis fixadas foram, agitação 1300 rpm, razão molar óleo:etanol 1:12, 

concentração enzimática 20%,e tempo de 8 horas. 

 

3.3.3 Estudo da concentração de enzima  

Em seguida ao planejamento de experimentos, realizou-se um estudo para 

verificar a concentração de enzima que conduzisse à maior conversão em biodiesel. 

Com a condição já otimizada através do delineamento composto central rotacional 22 

(DCCR), em 50 ºC, 180 bar e razão molar (óleo/etanol) 1:12, foi variado a quantidade 

da enzima em 0%, 1%, 5%, 10% e 20% (m/m). 

3.3.4 Estudo da razão molar entre os substratos  

Para verificar o efeito que a razão molar exerce sobre a conversão em ésteres 

realizou-se um estudo utilizando diferentes razões molares de (óleo/etanol) de 1:12, 

1:18, 1:24, 1:30 e 1:36 a 50 ºC e 180 bar, concentração de enzima 20%, com bases na 

massa do substrato, e tempo de reação 8 horas. 

3.3.5 Estudo cinético 

Após a otimização da temperatura e pressão (50°C, 180 bar) e realizado o estudo 

da melhor razão molar óleo:etanol (1:24), e concentração enzimática (20%) realizou-se 

uma cinética da reação, para determinar qual o tempo que ocorre o melhor rendimento  

de ésteres etílicos, nos tempos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 horas, para determinar o 

melhor tempo para a conversão de ésteres etílicos utilizando biomassa de Chlorella 

vulgaris. 

3.3.6 Avaliação de sucessivos ciclos de reuso do biocatalisador Novozym 435  

Para avaliar a capacidade de reuso do biocatalisador Novozym 435 em sucessivas 

reações foi utilizada a condição experimental de 7 horas de reação, 50 ºC, 180 bar, razão 

molar (óleo/etanol) 1:24 e concentração de enzima de 20% (m/m da enzima Novozym 

435, em relação à massa de substrato).  

Para recuperar a enzima ao final de cada reação, o biocatalisador imobilizado foi 

separado da biomassa utilizando peneiras. Em seguida, a enzima foi lavada duas vezes 

com 10 mL de n-heptano e a suspensão obtida filtrada a vácuo (CASTRO E 

ANDERSON, 1995). Posteriormente secou-se a enzima em estufa (modelo JP 101, 
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marca J. Prolab) a 40 ºC durante 1 hora. A enzima recuperada foi mantida em 

dessecador por 24 horas, para a ulitização na próxima reação de transesterificação. Após 

este período, a atividade da mesma foi determinada para verificar possíveis perdas 

durante a reação e torná-la apta para a reutilização.  

A medida de atividade da enzima foi realizada no início, antes de ser utilizada 

pela primeira vez, e ao final das reações com a enzima recuperada. Antes de iniciar o 

procedimento de medida de atividade, as enzimas imobilizadas foram secas em estufa a 

40 ºC durante 1 hora (OLIVEIRA et al., 2006), para eliminação de possível umidade 

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

3.4 Determinação da conversão em ésteres 

A determinação de ésteres foi realizada por cromatografia gasosa (GC/FID 

Aggient technogies 7890A) equipado com uma coluna capilar modelo DB-WAX 

(contendo polietileno glicol na fase estacionária), de 30 m de comprimento e diâmetro 

interno de 0,32 mm, nas seguintes condições cromatográficas: temperatura inicial da 

coluna de 150ºC, permeado por 1 minuto nesta condição, taxa de aquecimento de 10º 

C/min nesta condição. A temperatura do injetor e do detector foi estabelecida em 250º 

C. A quantidade de solução de amostra foi de 1μL. Seguindo as especificações da 

Norma Européia EN 14103, segundo documento oficial publicado em 01/06/01 com 

número de projeto1999/00751. A Equação 2 expressa, em porcentagem, a conversão em 

ésteres baseada Norma Européia EM 14103: 

 

� = (∑������
��� × ���×���

� × 100                                              (2) 

 

Onde: 

∑A = área total de picos entre os padrões C14 e C24:1; 

Aei = é a área correspondente ao pico do padrão interno, C17:0; 

Cei = é a concentração, em mg/mL, da solução de padrão interno, C17:0; 

Vei = é o volume da solução de padrão interno adicionado à amostra; 
W = é a massa, em mg, da amostra de biodiesel. 

 

A conversão do triglicerídeo em éteres (rendimento em ésteres) foi calculada 

conforme exposto por Silva et al., (2009), que considera a estequiometria da reação, 

mais precisamente a relação entre a concentração de ésteres obtida via análise 

cromatográfica com o teor de glicerol para 100% de conversão em ésteres. 
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3.5 Aparato experimental para extração do óleo de microalga para análise 

cromatográfica da composição de ácidos graxos 

 

O sistema operacional para a extração do óleo da microalga consiste em um 

extrator de aço inox (100mL), encamisado que está acoplado a um banho termostático 

para controle da temperatura desejada. As extremidades do extrator são rosqueadas, 

para manter a biomassa nas duas extremidades existem telas de aço-inox. A unidade 

esta conectada a uma linha de gás (propano), uma bomba de alta pressão e um banho 

termostático acoplado a bomba seringa para manter constante a temperatura de 

alimentação do solvente. Para controle de pressão e temperatura foram utilizadas 

válvulas de esfera, de agulha e de uma via (check-valves) e indicadores de pressão e 

temperatura. A Figura 7 demonstra o diagrama esquemático do aparato experimental 

para a extração do óleo de microalga. 

O procedimento experimental foi realizado ajustando a temperatura de 5 °C ao 

banho BR1, conectado a bomba de alta pressão (BS). Após o banho termostático atingir 

a temperatura estabelecida, a vávula (CV) conectada ao cilindro de gás propano era 

aberta e adicionava-se uma carga deste solvente na bomba (BS), a fim de que o propano 

estivesse liquefeito, durante 2 horas. Posteriormente, foi avaliado se as válvulas V1 e 

V2 estivam fechadas impedindo a passagem de gás para a linha.  

O extrator era empacotado manualmente com ajuda de um funil com cerca de 20 

gramas de biomassa seca, em seguida era fechado e ligava-se o banho BR2 na 

temperatura determinada no planejamento de experimentos esperava-se até que a 

biomassa chega-se na temperatura estabelecida.  

Apos a válvula V1 ser fechada o sistema foi pressurizado com auxilio da bomba 

de seringa ate a pressão estabelecida para o experimento. Após 2 horas de extração do 

óleo, o mesmo foi retirado do extrator para determinar a composição dos ácidos graxos. 
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Figura 7 - Diagrama esquemático do aparato experimental utilizado para extração de 
óleo, cilindro de fluido, (CV) “check valve”, (BS) bomba de alta pressão, (BR1, BR2) 
banhos termostáticos, (V1) válvula de alimentação do reator, (V2) válvula de 
amostragem, (IT) indicador de temperatura, (IP) indicador de pressão. 

 

 

Fonte:Autor 

 

3.5.1 Determinação dos perfis de ácidos graxos  

O mesmo planejamento utilizado no item 3.3.2 b foi repetido (delineamento 

composto central rotacional 22 (DCCR), totalizando 11 experimentos) para a extração 

do óleo de microalga a fim determinar o perfil dos ácidos graxos presentes no óleo 

extraído em cada condição. O tempo total de reação foi fixado em 8 horas e as faixas de 

temperatura (46,9 à 68,1) e pressão (59,5 à 200,5). 

 

3.5.2 Determinação de ácidos graxos – Esterificação 

Para determinar a composição dos ácidos graxos utilizou-se o processo de 

esterificação. Os ácidos graxos obtidos a partir da biomassa de microalga foram 

esterificados utilizando solução de cloreto de amônio (NH4Cl - Vetec) – ácido sulfúrico 

(H2SO4 - Moderna) – álcool metílico (CH3OH - Vetec). As amostras foram esterificadas 

de acordo com o método adaptado de Metcalfe  et al. 1976 e Hartman e Lago 1973 

 Os ácidos graxos foram colocados em um tubo de ensaio sobre um pedaço de 

algodão, sendo adicionado 4mL da solução de hidróxido de sódio (NaOH – moderna)-

CH3OH 0,5N e  fechado tubo de ensaio. O mesmo foi aquecido em banho maria a 
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temperatura de ebulição por 5 min, em seguida resfriado a temperatura ambiente sob 

água corrente. Posteriormente, foi adicionado 5 mL do reagente esterificante (solução 

de NH4Cl - H2SO4 – CH3OH) ao tubo e novamente fechado e agitado manualmente, 

aquecido em banho maria por 5min e resfriado sob água corrente. Em seguida foi 

adicionado 4 mL de solução saturada de cloreto de sódio (NaCl – Cinética PA)  e 

agitado vigorosamente por 30 segundos inserido 5 mL de hexano (p.a – Dinâmica),  

agitado novamente  por 30 segundos. A solução foi deixada em respouso até a 

separação das fases orgânica e aquosa. Posteriormente, retirou-se a fase orgânica 

(superior) utilizando pipetas, onde estão os ésteres etílicos, injetar no cromatógrafo 

gasoso 1 µL da fase orgânica. 

As amostras foram analisadas nas mesmas condições cromatográficas descritas 

no item 4.4. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O presente capítulo tem por objetivo apresentar e discutir os resultados obtidos 

no decorrer deste trabalho, onde primeiramente serão apresentados os resultados 

referentes ao teste preliminare onde pode se verificar o potencial da microalga Chlorella 

vulgaris em conversão em éteres etílicos e posteriormente, o planejamento de 

experimentos, onde foram avaliados os efeitos do tempo, temperatura e pressão na 

conversão de ésteres. Após, serão apresentados os resultados do segundo planejamento 

realizado para otimizar os parâmetros pressão e a temperatura no intuito de aumentar a 

conversão em éster etílicos a partir da biomassa, e para isso foi fixado a variável tempo. 

Depois de determinada a melhor pressão e temperatura para o processo, será 

apresentada uma avaliação da melhor razão molar óleo:etanol e concentração 

enzimática. Finalizando a etapa de resultados e discussões, será apresentado um estudo 

cinético e de reciclo da enzima, com a condição otimizada nas etapas anteriores. 

4.1  Teste preliminar 

Um teste preliminar foi realizado para ver a possibilidade de realizar a 

transesterificação in situ utilizando propano como fluido pressurizado. Não foi 

encontrado nenhum relato na literatura utilizando propano como fluido pressurizado 

para a trasesterificação in situ de biomassa de microalga, utilizou-se como base as 

condições otimizadas por Dalla Rosa et al. (2008) pressão de 50 bar, tempo de 8 horas, 

concentração de enzima de 20%, agitação de1000 rpm, temperatura de 65°C, razão 

molar óleo : etanol (1:6) e razão mássica solvente : substrato (2:1). Através da análise 

cromatográfica calculou-se a conversão em ésteres etílicos em peso de biomassa 

(35,35%).  

Sanchez et al., (2012) obteve 17,1 % de rendimento de ésteres metílicos em 

condições reacionais conduzidos com uma razão molar de óleo:metanol 300:1, 

concentração de catalisador de 1%, a uma temperatura de 60 °C, com um tempo de 11 

horas Tran et al., (2012) usando uma maior concentração de catalisador (1804,65 U g-¹) 

obtiveram uma conversão em biodiesel de 28,42% em peso de biomassa durante 48 h de 

reação. No experimento realizado neste trabalho uma maior conversão de ésteres 

(35,35%) em termos de biomassa foi encontrada durante uma reação de 8 horas, o 
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tempo de exposição foi menor que nos dois trabalhos relatados e foi utilizada uma 

concentração de álcool menor. 

O teste preliminar mostrou que a transesterificação in situ da biomassa de 

microalga Chlorella vulgaris utilizando propano como fluido pressurizado tem 

pontecial, reduzindo uma etapa do processo (extração do óleo). Como não havia 

quantidade de microalga suficiente para todos os testes apenas o teste preliminar foi 

ralizado com a microalga cedida. Para os demais experimentos a microalga Chlorella 

vulgaris foi adquirida da Indústira Allma Natural Benefits como descrito no item 4.1, 

permitindo apliar a investigação dos parâmetros propostos inicialmente. 

 

4.2  Avaliação do efeito das variáveis: pressão, temperatura e tempo na conversão 

em ésteres etílicos 

Com base no resultado obtido no teste preliminar, um planejamento composto 

central 2³ foi realizado, a fim de avaliar o efeito das variáveis pressão (30 à 80 bar), 

temperatura (50 à 80 ºC) e tempo de exposição (1 à 8 h) (Tabela 7), sobre a conversão 

em ésteres etílicos da biomassa da microalga. As variáveis concentração da enzima 

(20%), razão molar óleo:etanol (1:12) e agitação (1300 rpm) foram mantidas fixas. A 

razão molar óleo:etanol foi aumentada, pois como se trata de um processo in situ,  e 

maiores concentrações de álcool favorecem a reação. Após a otimização dos parâmetros 

pressão e temperatura, essa variável será estudada. A Tabela 9 apresenta os níveis 

estudados e os resultados do planejamento de experimento em conversões de éster em 

peso de biomassa e de óleo. 

A maior conversão em éster etílicos (32,22% em peso de biomassa) foi 

observada no ensaio 6, o qual utilizou maior pressão e tempo de reação, e menor 

temperatura, mostrando que a microalga adquirida comercialmente também tem 

potencial para a produção de biodiesel.  

No gráfico de Pareto apresentado na Figura 8 observam-se os efeitos estimados das 

variáveis estudadas durante a reação de transesterificação. Verifica-se que a temperatura 

apresentou efeito significativo negativo enquanto as outras duas variáveis apresentaram 
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efeito significativo positivo a nível de 95% de confiança. E a interação das variáveis 

temperatura e tempo apresentou efeito significativo negativo para conversão em ésteres 

Tabela 9 - Matriz do DCCR 2³ a conversão em ésteres a partir da biomassa da 
microalga Chlorella vulgaris. 

Ensaio Pressão (bar) Temperatura 
(°C) 

Tempo 
(horas) 

Conversão em Ésteres % 
Peso de 

biomassa Peso de óleo 

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 variável que apresentou maior efeito foi a temperatura, apresentando efeito 

significativo negativo, o que pode ser explicado pela faixa ótima de temperatura de 

atuação da enzima utilizada nas reações de transesterificação que é de 40ºC à 60°C. As 

variáveis pressão e tempo apresentaram efeito significativo positivo, como a extração do 

óleo e a reação de transesterificação estão sendo realizadas em uma única etapa, maiores 

pressões podem ajudar no processo de extração do óleo favorecendo o aumento do 

rendimento no final da reação. 

Com o tratamento estatísticos dos resultados foi possível à validação do modelo 

para conversão em éster de biomassa da microalga Chlorella vulgaris, em função de 

tempo, pressão e temperatura. O modelo codificado de 1ª ordem para conversão em 

ésteres é apresentado na Equação 3, sendo que foi validado pela análise de variância 

(ANOVA) (Tabela  10), onde coeficiente de determinação obtido foi de 0,99 e o F 

calculado 17 vezes maior que o F tabelado, permitindo assim a validação do modelo 

com 95% de confiança.  
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Conversão éster = 29,29 + 5,79P - 21,68T + 5,77t + 1,41PT + 1,51Pt - 2,80Tt            (3) 

 

Onde:  

P = pressão da reação em bar. 

T = temperatura da reação em °C. 

t = tempo de reação em horas. 

 

Figura 8 - Gráfico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) para termos 
lineares e de interação das variáveis independentes para conversão em éster etílicos em 
termos de pressão, temperatura e tempo. 

 

Fonte: O autor 

 

Tabela 10 - Análise de variância para conversão éster etílicos com relação as variáveis 
tempo, temperatura e pressão. 

Fatores Soma 
Quadrática 

Graus de 
Liberdade 

Média 
Quadrática 

F calculado 

Regressão 4454,72 6 742,45 110,59 

Resíduo 26,86 4 6,71  

Total 4481,57 10   

R²= 0,99 Ftabelado 0,95; 6; 4= 6,16 

Fonte: O autor 
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Com o modelo validado foi possível construir as superfícies de resposta 

juntamente com as curvas de contorno que estão representadas na Figura 9. Onde pode 

se observar a interação dos parâmetros estudados com relação à conversão em éteres 

etílicos, os melhores rendimentos em éteres etílicos foram obtidos quando utilizadas 

temperaturas na faixa de 50°C, e pressão de 80 bar em maior tempo de reação (8 horas) 

demonstrando a otimização na produção de ésteres. A Figura 9-a representa a interação 

entre pressão e temperatura, quando se diminui a temperatura e eleva-se a pressão um 

maior rendimento em ésteres é observado. Na Figura 9-b mostra a interatividade dos 

parâmetros tempo e pressão onde é visualizada uma maior conversão quando os 

experimentos são submetidos a maiores pressões, por um maior tempo de reação. Na 

Figura 9-c é analisada a interação entre temperatura e tempo, onde com a diminuição da 

temperatura e aumento do tempo de reação o rendimento em ésteres etílicos é aumenta.  

Para o processo de transesterificação direta as variáveis temperatura e pressão 

desempenham um papel dominante, uma vez que estão diretamente ligadas à reatividade 

dos reagentes. Os aumentos da temperatura e da pressão auxiliam a ultrapassar a 

barreira de energia de ativação, além de aumentar a solubilidade dos reagentes. O ponto 

supercrítico para um sistema onde tem extração e reação em uma única etapa é muitas 

vezes difícil de ser conhecido com exatidão, especialmente quando envolve mais de 

uma fase. Portanto, a temperatura e pressão ótimas para o processo utilizando diferentes 

matérias primas pode ser variável (LEE et al., 2014). O ponto surpercritico do propano 

quando puro se encontra a uma temperatura de 96,7 °C e pressão de 42,5 atm segundo 

Smith et al. (2005), mas como o estudo se trata de uma mistura, não é possível saber 

especificamente qual e o ponto critico do propano sem fazer um estudo do equilíbrio de 

fase. 
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Figura 9 - Superfícies de resposta e curvas de contorno para conversão em ésteres das 
variáveis: (a) temperatura e pressão; (b) tempo e pressão; (c) temperatura e tempo. 

a)

b)

  c) 

Fonte: O autor 

Na maioria das reações químicas catalisadas, as constantes velocidade de reação 

e transferência de massa, aumentam em maiores temperaturas, porém isso não acontece 

quando a reação é catalisada por enzimas. Quando submetidas a altas temperaturas pode 

ocorrer à desnaturação da proteína, assim o substrato não encaixa no sítio ativo da 
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enzima havendo um declínio na taxa de reação, e no rendimento de conversão (TAHER 

et al., 2014b).  

No estudo em questão o efeito significativo negativo na temperatura de reação 

foi vinculado a enzima (Novozym ® 435), por ter sua faixa ótima de atividade na 

temperatura de 40-60 C°, quando a reação foi submetida a temperaturas mais elevadas 

(80°C) o rendimento foi bem menor e quando associadas baixa pressão com alta 

temperatura (ensaios 3 e 4 Tabela 9) não apresentou rendimento em ésteres etílicos.  

Quando a reação foi submetida a pressão de 80 bar e a temperaturas de 80°C foi 

observada uma pequena conversão 16% em peso de óleo. E segundo o estudo dos 

efeitos a pressão apresentou efeito significativo positivo. Na literatura encontra-se um 

estudo realizado por Taher et al. (2014 a) de extração de óleo de microalga com CO2 

onde o rendimento aumentou significativamente com o aumento da pressão conduzindo 

a rendimentos mais elevados mostrando assim que maiores pressões ajudam na extração 

do óleo o que pode facilitar a extração noprocesso de extração in situ.  

A produção de biodiesel enzimático (Novozym ® 435) a partir de uma 

microalga (Scenedesmus sp.) utilizando fluidos pressurizados (CO2) foi relatado por 

Taher et al. (2014b), num processo integrado de extração e reação, eles variaram 

temperatura (35-55 °C), concentração enzimática (15-50%), razão molar metanol:óleo 

(3-15:1), tendo como rendimento ótimo de 80%, em bases de óleo, obtido depois de 4 

horas de reação a 50 °C, 200 bar, concentração enzimática 35%, com uma razão molar 

de 9: 1 em um sistema descontínuo.  

Taher et al.,(2015) utilizaram uma condição otimizada para a produção de 

ésteres metílicos, a reação foi realizada num tempo de 24 horas, como fluido 

pressurizado foi utilizado CO2, pres de 200 bar, temperatura de 50°C , com uma 

concentração enzimática de 30% e uma razão molar de metanol:óleo de 4:1 obtiveram 

uma conversão de 62% em ésteres metílicos. 

Na tabela 9 pode se observar que no ensaio 6 em que a reação foi submetida a 

maior pressão (80 bar) e a menor temperatura (50°C) por um tempo de 8horas, 

concentração enzimática de 20%, razão molar etanol:óleo 12:1 obteve-se uma  

conversão de mais de 50% em em ésteres etílicos durante um menor tempo de reação e 

menor concentração enzimática. Uma maior concentração de álcool foi necessária por 



49 

 

ser uma transesterificação in situ, onde se adiciona maiores concentrações de álcool 

para facilitar o processo de extração reação. 

4.2.1 Delineamento composto central rotacional 22  

De acordo com a observação dos resultados do planejamento 2³, visando 

aumentar a produção de ésteres etílicos, um delineamento composto central rotacional 

22 (DCCR), totalizando 11 experimentos, foi estudado. Como maiores pressões 

facilitam a extração do óleo, e no primeiro planejamento a pressão teve efeito 

significativo positivo, optou-se por aumentar a faixa depressão variando de 59,5 a 200,5 

bar. A temperatura utilizada no primeiro planejamento estava fora da faixa ótima de 

atuação enzimática, e apresentou um efeito significativo negativo então uma faixa 

menor de temperatura (46,9 a 68,1°C) foi utilizada nesse novo planejamento, ficando 

assim mais próximo da temperatura ótima da enzima que é de 40 a 60°C. O tempo foi 

fixado em 8 horas. 

A Tabela 11 apresenta a matriz experimental em termos de conversão de ésteres 

etílicos a partir de biomassa de Chlorella vulgaris, para efeito de pressão e temperatura. 

De acordo com estes resultados a maior conversão em ésteres etílicos (74,39 %) foi 

obtida no ensaio 3, quando a reação foi realizada a uma temperatura de 50 ºC, e 

submetida a uma pressão de 180 bar.  

Tabela 11- Matriz do DCCR com a resposta em termos de conversão em ésteres etílicos 

Ensaio Pressão (bar) Temperatura (°C) 

Conversão em 
Ésteres (% 

Peso de 
biomassa) 

Conversão em 
Ésteres (% 

Peso de óleo) 

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 à conversão em ésteres etílicos foram 

tratados estatisticamente para a avaliação dos efeitos das variáveis independentes sobre 

a resposta. A análise dos efeitos para os termos lineares, quadráticos e de interação entre 

as variáveis independentes estão apresentados na Tabela 12. Os termos significativos no 

modelo codificado foram selecionados pelo valor de p, considerando um nível de 

significância de 5% ( p <0,05). 

Tabela 12 - Analise dos efeitos para termos lineares e quadráticos e de interação das 
variáveis independentes para a conversão em ésteres etílicos. 

  Efeito Erro Padrão P 
Média 52,53 3,84 <0,0005 
Pressão Linear(P) 19,78 4,71 0,0085 
Pressão Quadrática (P²) -9,88 5,62 0,1388 
Temperatura Linear (T) -31,98 4,71 0,0011 
Temperatura Quadrática (T²) -10,88 5,62 0,1106 
Pressão x Temperatura (PxT) 4,54 6,65 0,5253 
Fonte: autor 

A Tabela 13 apresenta a análise da variância (ANOVA) empregada para a 

validação do modelo matemático codificado usado para a predição da conversão de 

ésteres etílicos, dentro das faixas de pressão e temperatura estudados. O valor de F 

reflete a razão entre a soma quadrática média devido à regressão e a soma quadrática 

média devido ao erro e indica a significância do modelo. 

O modelo codificado otimizado para a conversão em ésteres etílicos, 

apresentado na Equação 4, foi validado pela análise de variância (ANOVA). O 

coeficiente de determinação obtido (0,96) e o F calculado (12,76) maior que o F 

tabelado permitiram validar o modelo, com 95% de confiança. O modelo codificado foi 

utilizado para gerar a superfície de resposta (Figura 10-a) e a curva de contorno (Figura 

10-b) para a conversão em ésteres etílicos em função da pressão e da temperatura. 

Observa-se que a faixa de temperatura na qual a conversão foi maior variou entre 46,9 à 

57,5 ºC e a faixa de pressão variou entre 130 à 200,5 bar. 

 
EEAG = 52,53 + 19,78*P- 9,88*P^2 - 31,98*T - 10,88*T^2 + 4,54*P*T       (4) 
 
Onde:  

P = pressão da reação em bar. 

T = temperatura da reação  em°C. 
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Tabela 13 - ANOVA para conversão em éster etílicos como respostas para o DCCR. 

Fatores Soma 
Quadrática 

Graus de 
Liberdade 

Média 
Quadrática 

F calculado 

Regressão 
2819,98 5 564,00 12,76 

Resíduo 
221,04 5 44,21  

Total 
3041,02 10   

Coeficiente de correlação R2 = 0,96       F0,95;5;5 = 5,05  

 
 

 

Figura 10 - a) Superfície de resposta; b) Curva de contorno para conversão de EEAG. 

 

Fonte: O autor 

Assim, verificou-se que a utilização de maiores pressões podem aumentar o 

rendiemento da reação quando realizadas a transesterificação in situ,  pois ajudam no 

processo de extração e reação contribuindo para uma maior conversão de ésteres 

etilicos, enquanto que é necessário utilizar uma temperatura que esteja dentro da faixa 

ótima de atuação da enzima, pois se a enzima é inativada não ocorrerá o processo de 

transesterificação.  

Dalla Rosa et al. (2008) ao produzir éster etílicos a partir de óleo de soja 

utilizando lipase Novozym 435 com propano como solvente, verificou que a pressão 

não exerceu influência significativa na conversão de ésteres etílicos, pois uma pequena 

diferença foi observada nas conversões realizadas (50 bar-88% e 150 bar-67,4%), sendo 

maior nas pressões menores quando expostas a uma temperatura de 65°C, no mesmo 
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tempo de reação (8 h) utilizado no presente trabalho. Porém no estudo de Dalla Rosa et 

al. (2008), não foi realizada transesterificação in situ, havendo uma operação a mais 

durante o processo, primeiro foi realizada a extração do óleo para depois ser feita a 

reação de transesterificão, sendo o tempo de oito horas apenas para a reação de 

conversão em ésteres. 

 Como os experimentos foram realizados por transesterificação in situ, e a 

extração ocorre durante o processo, maiores pressões facilitam a extração do óleo. Em 

trabalhos da literatura este comportamento também foi observado, Taher et al. (2014a), 

realizou um estudo para otimização da extração de lipídeos de Scenedesmus sp. (que 

será utilizado para a produção de biodiesel posteriormente), como solvente de extração 

foi utilizado CO2, obtiveram a melhor condição de extração, quando submeteram a 

biomassa a uma temperatura de 53 °C e pressão de 500 bar.  

No primeiro planejamento a reação de maior conversão (51% em peso de óleo) 

ocorreu quando a reação foi submetida às seguintes condições, pressão de 80 bar, 

temperatura de 50°C, por 8 horas de reação, no segundo planejamento obteve-se a 

melhor conversão (74% em peso de óleo) quando a reação foi submetida a uma pressão 

de 180 bar, temperatura de 50°C, por 8 horas de exposição. Comprovando o efeito 

significativo positivo da variável pressão, pois ocorreu um incremento de 25% na 

conversão de ésteres etílicos quando utilizada a mesma temperatura e uma pressão 

maior. 

Para as próximas reações de transesterificação in situ foi utilizada as condições 

do ensaio 3 descrito na Tabela 11 (pressão 180 bar e temperatura 50°C). 

4.2.2 Determinação do Perfil de Ácidos Graxos 

A extração de lipídeos é um processo de transferência de massa onde deve ser 

levada em consideração a natureza do soluto e a polaridade do solvente, para uma 

melhor extração (RAJAN et al., 2010). Nenhum dos métodos de extração pode 

qualificar ou separar a proporção de cada fracção lipídica presente no óleo para isto é 

necessário a utilização da cromatografia em camada fina (GRIMA et al., 2003).  Dessa 

forma os ácidos graxos obtidos do delineamento composto central rotacional 22 (DCCR) 

de avaliação dos efeitos da pressão de 80 à 200,5 bar e a temperatura de 50 à 68,1 °C 

foram avaliados.  
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A Tabela 14 apresenta o perfil dos ácidos graxos da microalga Chlorella 

vulgaris. Verifica-se que houve diferença, na porcentagem da determinação de ácidos 

graxos quando foi variada a pressão e temperatura, o ensaio 3 (tabela 9) utilizou a 

mesma temperatura (50 °C) e pressão (180 bar) que o ensaio onde se obteve a maior 

conversão em éster etílicos no  planejamento do item 2.3 (tabelaX), e encontrado como 

perfil de ácidos graxos: palmítico (C16:0) 22,9%; esteárico (C18:0) 11,7%; palmitoleico 

(C16:1)  12,2; cis heptadecanoico (C17:1) 9,9%; oleico (C18:1) 16,5%; linoleico 

(C18:2) 8,8%; linolênico (18:3) 10,7%; outros 7,3%. Lam e Lee (2013) realizaram uma 

extração do óleo de microalga Chlorella vulgaris, usando uma mistura de metanol e 

clorofórmio (razão molar 2:1),  e encontraram como perfil de ácidos graxos: palmítico 

(C16:0) 25%; esteárico (C18:0) 5%; oleico (C18:1) 16%; linoleico (C18:2) 44,6%; 

linolênico (18:3); outros 3,1%. 

Sharma et al. (2016), analisou a composição de ácidos graxos do biodiesel de 

Chlorella vulgaris e teve como resultado 33,53% de ácido graxo saturado, 28,68% de  

monoinsaturado e 37,12% de poli-insaturado. Eles afirmaram que quanto maior o teor 

de ácidos graxos saturados, a estirpe se torna mais adequada para a produção de 

biodiesel. Para o ensaio 3 (Tabela 9) que foi o mesmo que obteve a maior conversão em 

ésteres etílico, na análise do perfil de ácidos graxos para o óleo,  foi encontrado um teor 

de 41,09% de ácidos graxos saturados, assim o óleo da microalga Chlorella vulgaris é 

adequado para a produção de biodiesel. 

Os ácidos graxos mais comuns encontrados em biodiesel são ácido palmítico, 

esteárico, oleico e linolênico (KNOTHE, 2008). Segundo Ríos et al. (2013), óleos com 

alto valor de ácido oleico ajudam no equilíbrio das propriedades do combustível. Em 

todos os experimentos do presente trabalho foi detectada a presença de ácido oleico 

acima de10%. Taher et al.,(2015) realizaram extração de microalga Nannochlorpsis sp 

utilizando CO2 supercritico, a uma pressão de 300 bar e uma temperatura de 50 °C, e 

obtiveram uma composição de lipídeos que consistia principalmente em ácido oleico 

(34,5%) e palmítico (31,6%) e conseguiram uma conversão de 62% em ésteres metílicos 

a partir do óleo extraído. 
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Tabela 14 - Determinação de Ácidos Graxos em Chlorella vulgaris obtidos a partir da extração do óleo. 

ÁCIDOS GRAXOS 

EXPERIMENTOS 

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 P-200 bar P-130 bar P-130 bar P-130 bar P-130 bar P-130 bar 
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 mirístico  1,7 1,61   1,72 1,09 0,00  0 0,00 

C 16:0 palmítico 22,13 22,35 22,89 20,22 25,20 25,16 18,99 17,50 37,33 37,34 33,97 

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

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

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

C 22:0 behênico    2,39  2,03 1,99 1,57    

Total 27,8 41,17 41,906 37,83 33,06 44,19 32,77 29,63 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 7,23 11,40  9,30 7,61 7,67 

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

C 18:1 oléico 20,63 18,73 16,51 32,43 24,52 18,23 13,64 23,18 20,45 23,98 24,96 

Total 44,6 34,23 38,63 37,68 45,81 30,01 37,97 23,18 29,75 31,59 32,63 

Poliinsaturado            

C 18:2 linoléico 10,86 8,2 8,77 9,12 10,04 16,87 10,85 12,01 8,22 8,61 9,89 

C 18:3 linolênico 16,71 16,36 10,67 15,37 11,09 7,13 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 47,19 16,61 17,48 19,11 

Fonte: O autor 
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4.3 Concentração de enzima 

Os experimentos para o estudo da concentração enzimática foram realizados na 

condição de temperatura e pressão que conduziu ao melhor resultado de conversão 

avaliada na etapa anterior (50°C e 180 bar). As concentrações de enzimas estudadas 

foram de 0, 1, 5, 10, 15, 20 e 25% (p/p) e manteve-se o tempo de 8 horas de reação. 

Para este estudo a razão molar óleo:etanol foi fixada em 1:12, a mesma utilizada nos 

dois planejamentos A Figura 11 apresenta os resultados de conversão em ésteres em 

função da concentração de enzima em relação ao substrato óleo etanol. 

 

Figura 11 - Transesterificação de biomassa de microalga com diferentes concentrações 
enzimáticas 

   

Fonte: O autor 

Através da Figura 11 pode-se constatar que para a reação acontecer há 

necessidade de adição de um catalisador, pois há uma diferença expressiva quando há 

presença de enzima e não. No experimento sem adição de enzima (0%) obteve-se 

apenas 5,01% de conversão, corroborando com Kildiran et al. (1996) e Qian et al. 

(2008) os quais afirmam que a transesterificação in situ é inativa sem catalisador. Para o 

experimento com apenas 1% de enzima obteve-se uma conversão de 25,93 %. Por outro 
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lado a maior concentração enzimática (25%) apresentou a maior conversão em éster 

etílicos, de 78,44% de biomassa de microalga (Figura 11).  

Menores custos no processo são desejados, desta forma como o custo da enzima 

é elevado e a diferença entre as concentrações enzimáticas 20% (75,83%) e 25% 

(78,44%) não foi expressiva para conversão em ésteres etílicos, se optou por utilizar 

concentrações de 20% de enzima nos demais experimentos. 

Resultados de concentração enzimática foram similares aos encontrados na 

literatura. Jo et al. (2014) otimizaram a quantidade de Novozym 435 para síntese de 

ésteres etílicos, variaram a quantidade de enzima de 2-50% com base na biomassa de 

microalga (Chlorella sp. KR-1) as reações foram avaliadas nos tempos de 3 e 12 h em 

uma temperatura de 50°C, e definiram que 20% de enzima foi suficiente para catalisar a 

reação e concentrações maiores não afeta significativamente a conversão de ésteres 

metílicos. A concetração enzimática também foi estudada por Dalla Rosa et al. (2008) e 

Brusamarelo et al. (2010) na transesterificação de óleo de soja utilizando propano e 

Novozym 435, também encontraram como melhor resultado a concentração de 20% de 

enzima.  

 A conversão obtida nesse trabalho de 78,49% foi superior a encontrada por 

Taher et al. (2015) que utilizaram CO2 supercritico, na transesterificação enzimática do 

óleo de microalga Nannochlorpsis sp, utilizando uma concentração de 30% de 

Novozym 435, uma razão molar de óleo:metanol  de 4:1, 200 bar de pressão e 50°C de 

temperatura produzindo 62% de esteres metilicos. Maiores conversões podem ter sido 

obtidas porque o etanol tem menor efeito de inibição sobre a enzima do que o metanol o 

que favorece a conversão em ésteres etilicos. Uma boa conversão foi observada, 

mostrando que é possível realizar transesterificação com bons rendimentos de ésteres 

etílicos  reduzindo a etapa de extração do óleo do processo. 
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4.4 Avaliação da razão molar óleo:etanol 

O metanol tem sido tradicionalmente o álcool mais utilizado na produção de 

biodiesel, por ser mais barato que o etanol, mas é menos solúvel em óleo. O etanol é 

mais seguro, e renovável e apresenta maior solubilidade em óleo (ZHANG et al., 2014). 

Como o etanol apresenta boa solubilidade em óleo foi utilizado como substrato para 

reações de transesterificação. 

A avaliação da razão molar óleo:etanol foi realizada adotando-se os seguintes 

valores para está variável 1:12, 1:18, 1:24, 1:30, 1:36, mantendo fixas as variáveis: 

pressão de 180 bar, temperatura de 50°C, e a concentração enzimática de 20% (p/p) por 

um tempo 8 horas. A Figura 12 apresenta os resultados de conversão em ésteres para o 

estudo de diferentes razões molares óleo:etanol. 

Figura 12 - Transesterificação de biomassa de microalga com diferentes razões molar 
álcool : etanol. 

   

Fonte: O autor 

 

Os resultados obtidos nesta etapa sugerem que a razão molar óleo:etanol afeta 

positivamente o processo. Sendo que a maior diferença é vista em relação ao 

experimento com razão molar óleo:etanol 1:12 (75,25%) para 1:18 (88,15%) onde teve 
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um aumento de 13% na conversão em ésteres. Enquanto que os experimentos 1:18 para 

1:24 o aumento foi em torno de 3%, com conversão de (90,62) em ésteres etílicos  e os 

demais 1:30 (91,09) e 1:36 (91,26) foi de aproximadamente ±1% na diferença das 

conversões. Assim optou-se por usar razão molar óleo:etanol 1:24 nos demais 

experimentos. 

Brusamarelo et al. (2010) estudou o efeito da razão molar óleo:etanol para a 

transesterificação enzimática (Novozym 435) de óleo de soja utilizando propano, as 

reações foram feitas a uma temperatura de 65 °C e pressão de 50 bar, com 20% de 

enzima. Eles encontraram a maior conversão (92%) quando a razão molar foi de 1:6 

(óleo:etanol), e observaram que razões molares superiores causavam inibição pelo 

etanol. Dalla Rosa et al. (2008) realizou um estudo nas mesmas condições, mas com 

concentração enzimática diferente (5%) e as razões molares de 1:3 a 1:9 afetaram 

positivamente o processo e razão molares superiores também apresentaram inibição por 

excesso de álcool.  

Não ocorreu inibição por excesso de álcool nos experimentos apresentado na 

Figura 12, porque se trata de um processo de transesterificação in situ onde o maior teor 

de álcool é necessário para realizar a extração e a conversão ao mesmo tempo. De 

acordo com Lam e Lee (2013) transesterificação dos lipídeos bruto de microalgas (sem 

extrair o óleo), é necessária uma quantidade extremamente elevada de metanol, para 

concluir a conversão de lipídeos para ésteres metílicos. Isto ocorre por causa da elevada 

viscosidade dos lipídeos brutos das microalgas (três vezes mais viscoso do que o óleo 

vegetal) que indiretamente dificulta a solubilidade entre lipídeo e o metanol. Já para a 

transesterificação de óleos refinados apenas uma razão molar óleo: álcool 1:2, 

normalmente é suficiente para um alto grau de transesterificação (HASS e WAGNER, 

2011).  

Ao estudar a produção de biodiesel por Clhorella vulgaris utilizando ácido 

sulfúrico (H2SO4) como catalisador, Lam e Lee (2013) observaram que para uma razão 

molar baixa óleo:metanol (1:15) converteu apenas 15% EMAG com 6 horas de reação, 

para um aumento na conversão foi necessário um aumento na razão molar (1:180) 

atingindo valores de conversão de EMAG de 95%. Na Figura 12 pode-se observar uma 

boa conversão (75% esteres etílicos) ao utilizar uma baixa razão molar óleo:etanol 
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(1:12), ao realizar o experimento com razão molar 1:24 foi atingido valores de 

conversão acima de 90%, chegando a 6 vezes o valor encontrado por Lam e Lee (2013), 

utilizando etanol e realizando a transesterificação in situ foi possível utilizar uma menor 

quantidade de álcool e obter uma boa conversão.  

4.5 Cinética de Produção de Biodiesel Enzimático de Biomassa de Chlorella 

vulgaris 

Este estudo teve como objetivo determinar o melhor tempo de reação, para isso 

realizou-se uma cinética de produção de biodiesel utilizando as melhores condições 

encontradas nos experimentos anteriores e os tempos de exposição foram 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10 horas, onde foi avaliado o rendimento de ésteres etílicos produzidos durante o 

processo. As variáveis utilizadas foram pressão de 180 bar, temperatura de 50°C, 

concentração enzimática de 20% e razão molar óleo:etanol 1:24. Os resultados da 

cinética estão demonstrados na Figura 14. 

Na Figura 13 pode-se visualizar um incremento na conversão conforme o aumento 

do tempo até 7 horas de exposição, sendo que o maior incremento ocorreu ate 4 horas 

(81,37%) em torno de 20% a mais do que em 3 horas de reação. Em 7 horas obteve-se uma 

conversão de 98,98% em ésteres etílicos e após 8 horas ocorreu uma diminuição na 

conversão. Como a conversão em 7 horas foi de 98,98% foi determinado como o melhor 

tempo de reação para a produção de biodiesel a partir de biomassa de microalga. 

Poucos estudos foram encontrados na literatura até o presente momento para 

transesterificação catalisada por lipase utilizando microalga. Li et al. (2007) fizeram a 

transesterificação do óleo da microalga Chlorella protothecoides, produzida sobre 

condições favoráveis para maior produção lipídeos, obtiveram uma conversão de 98%, 

após 12h de reação usando uma concentração enzimatica de 75% (Candidíase sp. 99-

125) com uma razão molar óleo: metanol 1:3. Foi preciso 5 horas a mais para obter a 

mesma conversão que em 7 horas de reação utilizando a microalga Chlorella vulagris 

conforme apresentado na Figura 13.  

Na transesterificação in situ de Chlorella vulgaris, Salam et al. (2016), 

observaram  maiores rendimentos conforme aumentavam a razão molar óleo:metanol,  a 

maior conversão foi obtida em apenas 20 min de reação a 60 °C, com NaOH como 
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catalisador com conversão de 83,24% quando submetida a uma razão molar 

óleo:metanol de 1:1276, para razão molar menores um tempo maior foi preciso para 

conseguir máximo rendimento. 

Figura 13- Cinética de produção de biodiesel enzimático de biomassa de Chlorella 
vulgaris. 

   

Fonte: O autor 

Em concentrações maiores de álcool pode ser possível a diminuição do tempo de 

reação dos experimentos em estudo, porém o tempo necessário para a reação de 

etanólise é mais longo do que o tempo necessário para que ocorra a metanólise. De 

acordo com Marjanovic et al. (2010), são necessárias maiores proporções molares de 

álcool/óleo para aumentar a conversão de éster em tempos de reação mais curtos. Um 

tempo maior também é necessário, pois a reação está sendo catalisada por enzimas, que 

levam um maior tempo do que em reações com catalises alcalinas, mas como ponto positivo 

do uso de enzimas e a facilidade da remoção do catalisador ao final do processo, sendo mais 

fácil a purificação do biodiesel.   
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4.6 Reutilização da enzima Novozym 435 na produção de biodiesel enzimático de 

biomassa de microalga. 

A grande vantagem da utilização de enzimas imobilizadas em reações de síntese 

é à possibilidade de reutilização das mesmas. Tendo como base este argumento, foram 

avaliados os ciclos de reutilização da enzima Novozym 435 na condição otimizada nas 

etapas anteriores da produção de ésteres etílicos.  

Devido ao custo elevado da enzima, a reutilização da mesma é um fator 

essencial para a produção de biodiesel em nível industrial. Os estudos de reutilização do 

catalisador foram realizados para investigar a estabilidade da enzima sob a pressão e 

temperatura utilizadas durante o processo após sucessivos ciclos de uso. A Figura 15 

apresenta os resultados experimentais de conversão de ésteres etílicos e a respectiva 

atividade enzimática residual após cada ciclo.  

Analisando os resultados da Figura 14, percebe-se que a atividade enzimática se 

manteve nos dois primeiros ciclos, onde a atividade inicial foi de 50,45 U/g, no primeiro 

ciclo 50,39 U/g e no segundo 50,59 U/g. No terceiro ciclo, ocorreu uma queda na 

atividade (44,39 U/G) e o quarto ciclo a enzima apresentou atividade inferior a 10 U/g, 

ocorrendo um diminuição na atividade de mais de 50% quando comparado ao ciclo 

anterior. O reuso do biocatalisador enzimático foi realizado para a condição otimizada, 

isto é, sem adição de água, e de acordo com Rahman et al., (2012), a lipase em meio 

não aquoso muitas vezes sofre redução de atividade, seletividade e de estabilidade. 

Para o rendimento em ésteres etílicos, observou o mesmo comportamento da 

atividade em enzimática de acordo com o número de ciclos. Nos dois primeiros ciclos 

os rendimentos foram 98,29 e 96,13%, respectivamente, já no terceiro ciclo ocorreu 

uma pequena diminuição na atividade residual obtendo uma conversão de 90,22 e com 

23,21% de ésteres etílicos o quarto ciclo não apresentou uma boa conversão. Com base 

nestes dados há possibilidade de reutilização da enzima por 3 ciclos, com conversões 

em ésteres etílicos acima de 90%. 
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Figura 14 - Atividade de esterificação da Novozym 435 após cada ciclo de uso para 
produção de biodiesel enzimático de biomassa de microalga. 

 

Santin (2013) também observou para a transesterificação do óleo de soja 

utilizando ultrassom e Novozym 435, que conforme a atividade de esterificação 

diminui, também observa-se uma queda na conversão em ésteres etílicos. No primeiro 

reuso obteve 46,10 U/g de atividade e 73,68% de ésteres étílicos. Já no segundo reuso 

obteve uma atividade de 29,5 U/g e 9,27% em ésteres etílicos. No terceiro e quarto 

ciclos obteve conversões em ésteres etílicos de 6,22% e 3,65%, respectivamente.  

Yu et al., (2010) realizaram um estudo de reuso da enzima Novozym 435 para 

produção de biodiesel em sistema de ultrassom. As condições utilizadas foram, álcool 

terc-amilico (4 mL), óleo de soja (4 mmol), 50% de potencia do ultrassom, Novozym 

435 (6% baseado no peso do óleo), 0,5% de agua, 40°C de temperatura e 50 rpm 

durante 2 horas. Os autores concluíram que a enzima não foi desativada ou desnaturada 

quando submetida a potencia ultrassônica, perdendo um pouco de atividade (cerca de 

4%) apos cinco ciclos de uso. 

Foi observada uma boa estabilidade da enzima nos 3 primeiros ciclos e a 

conversão em ésteres etílicos foi satisfatória nos mesmos (Figura 14) mostrando que é 

possível fazer reaproveitamento da enzima por 3 ciclos de reações com propano 

pressurizado (180 bar, 50°C por 7 horas de reação) utilizando biomassa de microlaga 

Chlorella vulgaris. 
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5 CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

5.1 Conclusões 

 

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que as variáveis 

temperatura e pressão apresentaram efeito no processo de transesterficação  in situ com 

catalise enzimática de éster etílicos  a partir de microalga Chlorella vulagaris utilizando 

propano pressurizado como solvente. De forma geral pôde se verificar que as estratégias 

utilizadas para a transesterificação direta apresentou uma grande potencialidade na 

produção de éster etílicos   

As melhores condições de cada variável (temperatura 50°C, pressão 180 bar, 

20% de enzima, razão molar óleo:etanol 1:24 por um tempo de reaçãode 7 horas) a 

reação de transesterificação in situ converteu 98,98% em ésteres etílicos de biomassa de 

microalga Chlorella vulgaris com propano pressurizado como solvente e a reação 

catalisada por uma enzima imobilizada.  

A reutilização da enzima mostrou-se interessante para o campo da catálise 

enzimática, evidenciando o comportamento complexo das lipases. A enzima Novozym 

435 manteve atividade durante 2 ciclos, perdendo mais de 50% da sua atividade só no 

quarto ciclo.  
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5.2 Sugestões para trabalhos futuros 

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes sugestões 

podem ser definidas: 

• O emprego de outro solvente e /ou misturas de solventes pressurizados na 

condução da trasesterificação in situ utilizando biomassa de microalga; 

• Produção de biodiesel utilizando transesterificação in situ em modo 

contínuo a partir de microalgas; 

• Estudo da viabilidade econômica da transesterificação in situ; 

• Estudo da produção de ésteres etílicos a partir de biomassa de outras 

microalgas ; 

• Utilização de outras lipases incluindo enzimas não comerciais; 

• Estudo da razão molar óleo:ácool utilizando metanol; 
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