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RESUMO

A procura por combustiveis renovaveis tem aumentado e o 6éleo vegetal
transesterificado (biodiesel) surge como alternativa mais promissora em relagdo ao
petréleo e seus derivados, superando problemas de matrizes energéticas e ambientais.
A obtencao do biodiesel é de interesse estratégico, por sua viabilidade econémica e a
facil adaptacdo no mercado de combustiveis. As principais matérias-primas do biodiesel
sao0 espécies vegetais oleaginosas com diferentes niveis de produtividade e adaptacao
a cada regiao do Brasil. Além das plantas oleaginosas, leveduras, fungos e microalgas
sao capazes de acumular lipidios, desempenhando papel fundamental na substituicao
de biodiesel oriundo de vegetais. A Agéncia Nacional de Petrdleo (ANP) permitiu a
incorporacao de 10% de biodiesel ao diesel promovendo grande aumento na demanda
de biodiesel. O presente trabalho tem como proposta investigar a transesterificacéo
convencional e in situ da levedura Lipomyces starkeyi por rota etilica na presenca de
catalisadores (NaOH e H.SO, ) para obtencao de biodiesel. No presente estudo a
concentracdo massica de lipidios de L. starkeyi pelo método Bligh & Dyer (51,15% =
1,48) e o efeito do solvente sobre a extracao lipidica por Soxhlet de L. starkeyi (hexano
2,36%, cloroférmio: metanol (44,75%) e etanol (32,76%) e Butt (hexano 26,18%,
cloroférmio: metanol (40,81%) e etanol (30,19%) foram estudados. A eficiéncia da
extracao esta relacionada diretamente com a polaridade do solvente. A composi¢ao do
o0leo foi determinada pela esterificacdo a ésteres metilicos e analisados por
cromatografia gasosa. O 6leo de L. starkeyi é composto basicamente por seis acidos
graxos entre 14 e 18 carbonos, com baixo grau de insaturacao, caracteristica desejavel
para a producao de biodiesel. A caracterizacao do 6leo foi determinada por métodos
tedricos e experimentais. A determinacao de acilglicerdis por cromatografia liquida de
alta perfomance por exclusdo de tamanho do 6leo observou-se que o0 hexano e
cloroférmio: metanol obtiveram maior concentracao de triacilgliceridios que o etanol. As
transesterificacoes in situ catélise acida foi analisada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrémetro de massas

Palavras — chave: Biodiesel, transesterificacao, levedura, Lipomyces starkeyi.
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ABSTRACT

The demand for renewable fuels has increased and transesterified vegetable oil
(biodiesel) emerges as a promising alternative to oil and its derivatives, overcoming
problems of energy and environmental matrices. Obtaining biodiesel is of strategic
interest for its economic viability and the easy adaptation of the fuel market. The main
raw materials of vegetable oil biodiesel are species with different levels of productivity
and adaptation to each region of Brazil. In addition to the oil plants, yeasts, microalgae
and fungi are able to accumulate lipids, playing a key role in the replacement of
biodiesel derived from vegetable. The National Petroleum Agency ( ANP ) has allowed
the incorporation of 10 % biodiesel to diesel promoting large increase in demand for
biodiesel . This paper aims to investigate the transesterification in situ and conventional
yeast Lipomyces starkeyi by ethyl route in the presence of catalysts ( NaOH and H>.SO,)
to obtain biodiesel . In this study the mass concentration of lipids of L. starkeyi method
by Bligh & Dyer ( 51.15% + 1.48 ) and the effect of solvent on the extraction of lipids by
Soxhlet ( 2.36% hexane , chloroform : methanol ( 44.75% ) and ethanol ( 32.76 %) and
Butt ( 26.18% hexane , chloroform : methanol ( 40.81 %) and ethanol ( 30,19 % ) were
studied the extraction efficiency is directly related to the polarity of the solvent . The oil
composition was determined by esterification to methyl esters and analyzed by gas
chromatography. The oil L. Starkeyi is basically composed of six fatty acids between 14
and 18 carbons, with a low degree of unsaturation , a desirable characteristic for the
production of biodiesel . The characterization of the oil was determined by theoretical
and experimental methods. The determination of glycerides by liquid chromatography
high performance size exclusion of the oil showed that the hexane and chloroform:
methanol showed higher concentration of triacylglycerols that ethanol. The
transesterifications in situ acid catalysis was analyzed by gas chromatography- mass

spectrometry.

Words - Keys: Biodiesel, transesterification , yeast , Lipomyces starkeyi .
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

Devido ao possivel esgotamento das reservas mundiais de petrdleo ainda neste
século e as preocupagdes ambientais crescentes, ha grande demanda por fontes néo
convencionais de combustivel para os motores movidos a diesel e gasolina (origem
féssil). O biodiesel foi recentemente considerado o melhor candidato para a substituicao
do diesel por ser utilizado em qualquer motor de ignicdo por compressao, sem
necessidade de modificacdo (LEUNG; WU; LEUNG, 2010). No Brasil, o Programa
Nacional do Alcool (PROALCOOL) foi criado com o intuito de prover alternativa para
frota leve, entretanto os veiculos pesados, como caminhdes e énibus, ainda utilizam o

diesel como combustivel.

A instabilidade das grandes regides exportadoras de petréleo provocou o aumento
do preco para os combustiveis fosseis e seus derivados. Além disso, grandes
quantidades de CO, sdo emitidas pela combustdo dos mesmos. Por razdes ambientais
e econdmicas, a obtencédo de biocombustiveis a partir de biomassa é considerada uma
possibilidade de integrar essas tecnologias nas plantas industriais existentes
(STAMENKOVIC; VELICKOVIC; VELJKOVIC, 2011).

Os dleos de microrganismos constituem uma alternativa promissora para a
producédo de biodiesel, pois, dependendo da cepa microbiana, altos niveis de lipidios
podem ser alcancados. Além disso, a producdo destes microrganismos nao
necessariamente compete com a producao de alimentos, visto que residuos diversos
podem ser utilizados como fontes de carbono (LONG et al., 2013; SAIDUR et al., 2011;
VICENTE et al., 2009).

Nas leveduras os lipidios sdo acumulados dependendo das condi¢des de cultivo,
variando na concentragdo e sua composicao. Este trabalho visa estudar a producao de
biodiesel por via etilica utilizando a levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi. Propondo
a reacao de transesterificacao in situ etilica que elimina o processo de extracao do éleo
com solvente.

Essa dissertacao esta dividida em 7 capitulos: Capitulo 1: Introducao; Capitulo 2:

Revisao Bibliografica; Capitulo 3: Extracao de Lipidios de L. starkeyi e Caracterizacao
1



do Oleo; Capitulo 4: Processos de Obtencdo do Biodiesel; Capitulo 5: Conclusées e

Trabalhos Futuros; Capitulo 6: Referéncias Bibliograficas e Capitulo 7: Anexos.
1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

e Avaliar a producéo de biodiesel microbiano por transesterificacao etilica.

1.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar 0 6leo de levedura quanto a sua viabilidade de utilizagdo como
matéria prima para a producao de biodiesel;

e Avaliar e comparar a conversdao das reacdes de transesterificacdo in situ e
convencional;

e Estudar o efeito do etanol sobre o rendimento e o tempo de conclusdo da reacao
de transesterificacao;

e Estimar o rendimento dos ésteres etilicos obtidos na reacdo de transesterificacao
por infravermelho proximo;

e Determinar o perfil dos ésteres etilicos por cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM).



CAPITULO 2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS

A producdo mundial de biocombustiveis tem aumentado, principalmente devido as
preocupacdes com seguranga energética e mudancas climaticas (SAIDUR et al., 2011;
SANTORI et al., 2012; TAKESHITA, 2011). Os lipidios, incluindo as gorduras animais
e Oleos vegetais, sdo as principais matérias-primas para producdo de biodiesel. Os
animais e microrganismos sdo capazes de sintetiza-los com o armazenamento
compacto de energia e gordura, enquanto respiram, liberando certa quantidade de CO,
(XIONG et al., 2010).

As gorduras de animais, embora mencionadas com frequéncia, ndo tém sido
estudadas na mesma intensidade que os Oleos vegetais. Elas contém maior
concentracdo de acidos graxos saturados e, portanto, sdo sélidas a temperatura
ambiente (SINGH; SINGH, 2010). As fontes mais comuns de biodiesel estao listadas
na Tabela 1.

Tabela 1. Principais origens de Oleos.

. Oleos nao- Gorduras de
Oleos Vegetais o o Outras Fontes
comestiveis Animais
Amendoim
Arroz Algas
Canola Bactérias
Banha
Cevada Andiroba Fungos
Gordura de Aves ]
Coco Babagu . , Latex
_ Oleo de peixe _
Girassol Cumaru Microalgas
Sebo . ,
Sementes de Oleo de cozinha
algodao usado
Soja
Babacu

Fonte: Adaptada de SINGH; SINGH (2010).
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Muitas criticas surgiram em relagcdo aos biocombustiveis de primeira geracao por
concorrerem com a producao de alimentos, elevando o consumo de agua, degradando
0 solo, reduzindo a biodiversidade e liberando pouca energia (RAWAT et al., 20183;
TAKESHITA, 2011). Os 6leos comestiveis representam mais de 95% das matérias-
primas utilizadas na producdo de biodiesel, o que aumenta o custo dos 6leos e do
biodiesel. Para superar estas desvantagens, pesquisadores estao interessados em
fontes ndo-comestiveis de 6leos (LEUNG et al., 2010).

A industria de biodiesel compete com a industria de alimentos (plantas oleaginosas)
devido a grande quantidade de terra necessaria para alcancar a producao industrial de
biocombustiveis (soja ou girassol). E necessario explorar novas matérias-primas que
reduzam o preco do biodiesel, sem competir com a producao de alimentos (VICENTE et
al., 2009).

2.2 FONTES MICROBIANAS

Assim como os 6leos vegetais, os de origem microbiana comecaram a ser
estudados devido a semelhanca na estrutura e composicdo dos acidos graxos. Em
microrganismos, o acumulo e a composicao de lipidios é influenciado pela constituicao
genética e por fatores como condi¢cdes de cultura (temperatura, pH, tempo, etc) e
composicao do meio, etc. (Tabela 2) (MENG et al., 2009).

Tabela 2. Composicao em Acidos Graxos de Alguns Microrganismos.

Composicido em Acidos Graxos (%)

Microrganismos
C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 (C18:3

Microalgas 12-21 55-57 1-2 58-60 4-20 14-30

Leveduras 11-37 1-6 1-10 28-66 3-24 1-3
Fungos 7-23 1-6 2-6 19-81 8-40 4-42
Bacteria 8-10 10-11 11-12 25-28 14-17 --

Fonte: (MENG et al., 2009).

Oleos microbianos podem ter grande potencial na producédo de biodiesel devido a
composicao de &cidos graxos. Bactérias, leveduras, fungos e algas capazes de
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acumular mais de 20% de lipidios (peso seco) sao classificados como oleaginosos
(AGEITOS et al, 2011; KARATAY; DONMEZ, 2011). Microrganismos também
produzem Oleos comestiveis, ricos em acidos graxos poliinsaturados, de grande
demanda (suplementos dietéticos e para a nutricao infantil). Recentemente, alguns
trabalhos tém relatado o uso de microrganismos oleaginosos para producao de
biodiesel que podem ser cultivados em biorreatores convencionais (HUANG et al.,
2013; VICENTE et al., 2009).

2.3 ESTRUTURA E COMPOSICAO QUIMICA DE OLEOS E GORDURAS

Os ébleos de diferentes fontes tém distintas composicées de acidos graxos. Os
triacilglicerdis sdo ésteres de trés acidos graxos e um glicerol (ALLINGER, 1976). Os
lipidios sdo um grupo de substancias biolégicas compostos principalmente de
substancias nao polares (triacilglicerdis, diacilglicerdiss, monoacilgliceroiss e esterdis) e
compostos mais polares (acidos graxos livres, fosfolipidios e esfingolipidios) que se
ligam covalentemente aos carboidratos e proteinas para formar glicolipidios e
lipoproteinas (MANIRAKIZA; COVACI; SCHEPENS, 2001).

Os &cidos graxos sao acidos monocarboxilicos alifaticos. Salvo algumas excegdes,
todos acidos encontrados na natureza sédo de alta massa molar, de cadeia linear,
saturados e insaturados. A maioria dos acidos graxos encontrados em gorduras tem
numero par de carbonos na cadeia, e quando insaturados, na maioria das vezes, tém a
configuragéo cis (BOBBIO, 1989). A Figura 1 representa a estrutura de duas moléculas
de triacilgliceréis.

i (0]
H2(‘:70)0K/\/\/\/\/\/\/\/\ )W\/\/\/\/\/\/\
HC_OWWA HG—0" 0

Hg(‘jfo AN H(‘)_O)OK/\/\/\/\/\/\/\/\
(@)

Figura 1. Molécula de triglicerideo composta (a) de um acido graxo monoinsaturado
e (b) exclusivamente, de acidos graxos saturados (WUST, 2004).



A Tabela 3 ilustra a composicao tipica dos dleos vegetais comumente utilizados no

processamento de alimentos e producéo de gorduras hidrogenadas.

Tabela 3. Composicao tipica de alguns 6leos vegetais (%).

Acido graxo Soja Palma Girassol Oliva
Ac. Laurico C12:0 0 0,1 0 0
Ac. Miristico C14:0 0 0,7 0 0
Ac. Palmitico C16:0 11,3 36,7 6,2 11,6
Ac. Palmitoléico C16:1 0,1 0,1 0,1 1,0
Ac. Estearico C18:0 3.6 6,6 3,7 3,1
Ac. Oléico C18:1 249 46,1 25,2 75,0
Ac. Linoléico C18:2 53 8,6 63,1 7,8
Ac. Linolénico C18:3 6,1 0,3 0,2 0,6
Ac. Araquidico C20:0 0,3 0,4 0,3 0,3
Ac. Gadoléico C20:1 0,3 0,2 0,2 0
Ac. Behénico C22:0 0 0,1 0,7 0,1
Ac. Eracico C22:1 0,3 0 0,1 0
Ac. Lignocérico C24:0 0,1 0,1 0,2 0,5

Fonte: Adaptada de RAMOS, FERNANDEZ et al., (2009).

A andlise da composicdo de acidos graxos por métodos cromatograficos constitui o
primeiro passo para a identidade do 6leo bruto (COSTA NETO et al., 2000).

2.4 METODOS DE EXTRACAO DE LIPIiDIOS: SOXHLET VERSUS BLIGH & DYER

Estudos da decomposicao de peixes levaram ao desenvolvimento de um método

simples e rapido para a extragdo e purificacdo de lipidios a partir de materiais

biolégicos. Todo o procedimento pode ser efetuado em cerca de 10 minutos. O tecido é

homogeneizado com uma mistura de cloroférmio e metanol em propor¢des tais que um

sistema miscivel € formado com a agua no tecido, as fases sao separadas em fase rica

em lipidios (cloroférmio) e a fase metandlica contendo os néo lipidios. O extrato lipidico
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€ obtido pelo isolamento da fase de cloroférmio. O método foi aplicado para musculo de
peixe e pode facilmente ser adaptado para usar com os outros tecidos (BLIGH; DYER,
1959).

A extracado de Soxhlet é uma técnica convencional bem conhecida. Solventes nao
convencionais (isopropanol, alcool etilico, hidrocarbonetos, e mesmo agua) menos
agressivos ao ambiente, saude e seguranca devem ser utilizados, entretanto, podem ter
menor afinidade pelo soluto (WANG; WELLER, 2006).

As vantagens da extragdo convencional de Soxhlet sdo: (1) o deslocamento do
equilibrio de transferéncia repetidamente trazendo o solvente fresco ao contato com a
matriz continua (2) mantém temperatura relativamente alta (DE CASTRO; GARCIA-
AYUSO, 1998). As principais desvantagens incluem o longo tempo da extracédo; grande
quantidade de solvente usada; (3) exigindo um procedimento de
evaporacao/concentracdo; e (4) a possibilidade de decomposicdo térmica dos
compostos, uma vez que a extracdo ocorre geralmente no ponto de ebulicdo do
solvente por muito tempo (WANG; WELLER, 2006).

De acordo com a literatura as extragdes apresentadas, ambas apresentam
vantagens e desvantagens. A utilizacdo de elevadas quantidades de solventes por
Soxhlet é evitada ao final do processo pela recuperacdo do solvente. Um co-solvente
pode ser empregado e separado por destilacdo simples ou fracionada, sendo a
degradacao térmica evitada com controle adequado da temperatura. O método de
extragdo Bligh & Dyer utiliza solventes extremamente toxicos, mas apresenta uma
maior eficiéncia de extracao.

Os solventes usados na extracédo dos lipidios devem solubilizar todos os lipidios e
ser suficientemente polares para remové-los das membranas (lipoproteina e
glicolipidios) (MANIRAKIZA et al., 2001).

2.5 PRODUCAO DE BIODIESEL

O biodiesel é obtido pela reagdo de transesterificacdo, onde os O6leos sao
combinados com alcool e quimicamente alterados para formar ésteres de acidos
graxos, tal como éster metilico. A obtencdo do biodiesel esta representada no
fluxograma abaixo (Figura 2).



Matéria-prima

A Etanol
Preparacao Anidro
Catalisador v

—» Transesterificacao

(NaOH ou KOH)

v
Separagao de fases | —
Fase Fase leve
pesada

excesso de alcool
recuperado v

Recuperagéo do Recuperagéo do
alcool da glicerina Cj alcool dos ésteres

y v

A 4

Destilacao da glicerina Purificacao
dos ésteres
A 4
Residuo glicérico BIODIESEL
Y
Glicerina destilada .| Desidratacédo

do alcool

Figura 2. Fluxograma do processo de producdo do biodiesel. Adaptado de
(PARENTE, 2003).

O preparo da matéria-prima para a producao de biodiesel deve incluir condicées
favoraveis para a reacdo de transesterificacdo alcangando, assim, maior taxa de
conversdao possivel. Necessariamente, a matéria-prima deve apresentar minimos
possiveis teores de umidade e acidez, apds os processos de desumidificacdo e de
neutralizacdo. Posteriormente realiza-se a reacao de transesterificacao (transformacgéo
dos 6leos ou gorduras em ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, constituintes
do biodiesel). Apds a fase de transesterificacdo obtém-se a massa reacional final
constituida por duas fases, separaveis por decantagdo ou centrifugacao. A fase mais
densa é composta de glicerina bruta, impregnada de alcool, agua, e impurezas

inerentes a matéria-prima. A fase mais leve é constituida de uma mistura de ésteres



etilicos ou metilicos, conforme a natureza do &alcool originalmente adotado, também
impregnado de excessos reacionais de alcool e impurezas (PARENTE, 20083).

Os catalisadores sao normalmente usados para melhorar a taxa de reacdo e
rendimento. Excesso de alcool é usado para deslocar o equilibrio para o produto devido
a natureza reversivel da reacdo (MA; HANNA, 1999). Para esta finalidade sdo usados
alcoois primarios e secundarios alifaticos tendo 1-8 atomos de carbono (SINGH;
SINGH, 2010).

2.6 VIAS CA'[ALiTICAS PARA A TRANSESTERIFICACAO CONVENCIONAL DE
OLEOS COM ALCOOL ETILICO

2.6.1 Catilise Acida

A transesterificacdo com catalisador acido é um processo usado quando acidos
graxos livres estdo presentes na matéria prima. Normalmente, o catalisador para essa
reacdo € acido sulfurico concentrado (LEUNG et al.,, 2010). O mecanismo de
transesterificacao de éleos vegetais com etanol via catalise acida por acido de Bronsted
esta representado na Figura 3.

A Etapa 1 representa a protonacado da carbonila do éster gerando uma espécie
com estrutura ressonante (Etapa2). O carbocation formado sofre um ataque
nucleofilico do etanol, gerando um intermediario tetraédrico (Etapa 3). Um rearranjo do
intermediario tetraédrico permite a formacao da primeira molécula de éster etilico e a
regeneracao do catalisador (Etapa 4) que entao podera reagir com a segunda molécula
de mono ou diacilgliceréis, que quando gerados retornam ao ciclo como substratos. Ao
final, tem-se a mistura de ésteres etilicos e glicerina (SILVA, 2005).
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Figura 3. Representacdo do mecanismo das etapas envolvidas

na

transesterificacdo de 6leos vegetais com etanol, considerando-se a catalise acida. R’,

R” e R, grupos alquila; HX, acido prético (catalisador) Fonte: (SILVA, 2005).

2.6.2 Catalise Basica

O mecanismo da reacao de transesterificacdo catalisada por éalcalis é formulado

em trés etapas. O glicerideo e o alcool devem ser anidros, pois a agua desloca a

reacao para a saponificacdo. Na maioria dos casos, os catalisadores alcalinos tém sido

utilizados apds os acidos graxos livres terem sido removidos previamente, como sabao

e residuos (SINGH; SINGH, 2010). O mecanismo de transesterificacao do 6leo vegetal

com etanol em meio béasico esta apresentado na Figura 4.

A acidez e basicidade dos éalcoois sdo aspectos importantes no comportamento

quimico destes compostos. Os alcoois apresentam carater basico devido a existéncia
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de elétrons nao compartilhados no oxigénio do grupo OH. Estes elétrons permitem que
os alcoois aceitem proétons, formando alcoois protonados capazes de funcionar como
substratos na substituicdo nucleofilica. Os alcoois também apresentam carater acido
que pode ser explicado pela polaridade da ligacao O — H, facilitando a liberacdo do
hidrogénio na forma de préton (MORRISON, 1990).

CH:CH-0

R'COO— ng

R'"COO— 'T’.'H

H.C—0H

(Etapa ) (Etapa )

] 4

R'COO0— (l_‘H;
®
BH
R"COO—CH

CH;CH-0O HAC O@

R'CO0O— CH, (Etapa )

" Rlll . :
R"COO—CH OCH,CH; \ CH,CH.

C

(Etapa ) ) NI S 3 "

, ] X

R'COO— ,‘1:? H, £
rR"coo— CH R'"
| /
H,L—0—C

Figura 4. Representacdo do mecanismo da reacdo de transesterificagdo com
6leo vegetal e etanol via catalise basica para obtencdo do biodiesel. R’, R” e R,
grupos alquilas; B, base (catalisador). Fonte: (SILVA, 2005).

A primeira etapa (Etapa 1) consiste na reacdo da base com etanol, formando o
anion CH3sCH>O" e o catalisador protonado; a seguir, ha o ataque nucleofilico do grupo
etoxido ao carbono carboxilico de um dos fragmentos éster do triacilgliceréis, formando

um intermediario tetraédrico (Etapa 2); este se rearranja para formar a primeira
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molécula de éster etilico e o anion correspondente do diacilglicerdis (Etapa 3); o
catalisador é regenerado de acordo com a Etapa 4, podendo entdo reagir com a
segunda molécula de etanol, iniciando mais um ciclo de reacao o substrato passa a ser
o diacilglicerdisdiacilgliceréis e, no terceiro, o monoacilgliceréis (SILVA, 2005). Ao final

obtém-se a mistura de ésteres etilicos e glicerina.

2.7 TRANSESTERIFICACAO IN SITU

A transesterificacdo in situ difere da reagdo convencional, pois a extracdo do
lipideo e a transesterificacdo ocorrem simultaneamente. O alcool age como solvente de
extracdo e como reagente de esterificacdo. Esta rota reduz custos associados a
extracdo simplificando os passos na producdo de ésteres (HINCAPIE; MONDRAGON;
LOPEZ, 2011).

A transesterificagdo in situ de Oleos foi investigada por HARRINGTON;
CATHERINE (1985) que compara o processo convencional e o in situ por catdlise acida
para o 6leo de semente de girassol maceradas com resultados superiores a 40% na
transesterificacdo in situ e 30% na transesterificacdo convencional.  SILER-
MARINKOVIC; TOMASEVIC, (1998) estudaram diversas condicdes de reacao in situ de
sementes de girassol, tais como razdo molar de alcool e 6leo, catalisador, tempo,
temperatura e rendimento. A composicao dos ésteres da reagao in situ foi a mesma da
transesterificagdo convencional mostrando que os produtos sdo adequados como
substitutos ao diesel.

A transesterificacao do 6leo de sementes vegetais € convencionalmente realizada
apds a extracdo do mesmo com o alcool apropriado, na presenca de &acido ou
catalisador alcalino. A quantidade de catalisador utilizado depende da acidez do 6leo
(GEORGOGIANNI et al., 2008). Diversos estudos relataram esterificacdo in situ de

sementes vegetais (Tabela 4).
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Tabela 4. Materiais empregados na reacao de transesterificacao in situ.

Matéria-prima Via Referéncia
(HARRINGTON; D'ARCY-EVANS, 1985)
Metanol/ H,SO4
Semente de (SILER-MARINKOVIC; TOMASEVIC,
_ Metanol/ H2SO4
Girassol 1998)
Metanol/ Etanol/ NaOH
(GEORGOGIANNI et al., 2008)
Canola Metanol/KOH (HAAGENSON et al., 2010)
Etanol/ NaOH/ Brometo de (HAILEGIORGIS; MAHADZIR;
Pinhdo Manso
cetiltrimetil aménio SUBBARAO, 2011)
Lodo Metanol/H>SO4 (MONDALA et al., 2009)
Arroz Metanol/ NaOH (LEI et al., 2010)
Mamona Etanol/ H,SO4/ NaOH (HINCAPIE et al., 2011)
Algas Metanol/ H.SO4 (EHIMEN; SUN; CARRINGTON, 2010)

De acordo com as referéncias citadas na Tabela 4 a transesterificacdo in situ
diminui o volume de solvente utilizado, pois evita a etapa de extracdo, mas o tempo de
reacao e o rendimento do biodiesel € necessario maior estudo da alcodlise etilica in situ

de acidos graxos microbianos.
2.8 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE OLEOS E GORDURAS

2.8.1 Teor de Umidade

Teor de umidade é a quantidade de agua livre na amostra. Alto teor de umidade
resulta em menor solubilidade do 6leo na fase alcodlica (reducdo de rendimento dos
ésteres etilicos). Para amostra de 6leos recém-refinados, o teor de umidade é inferior a
0,5 % (WUST, 2004). A presenca de agua torna os ésteres etilicos mais misciveis em

glicerina dificultando a etapa de separacao e purificacao.
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2.8.2 Indice de Acidez

A acidez livre de um 6leo decorre da hidrélise parcial dos triacilglicerois, razao pela
qual ndo é uma constante ou caracteristica, mas, sim, uma variavel intimamente
relacionada com a natureza e a qualidade da matéria-prima, com a qualidade e o grau
de pureza do 6leo, com o processamento e com as condi¢cdes de conservagdo da
gordura (MORETTO, 1989).

2.8.3 Indice de lodo

indice de iodo é o nimero de gramas de iodo absorvido por cem gramas de
gordura ou Oleo, proporcionando a medida do grau de insaturacdo das gorduras
extraidas com éter ou, ainda, medida do grau de insaturacdo dos &cidos graxos
presentes na gordura. Em determinadas condi¢cdes, o iodo pode ser quantitativamente
introduzido nas duplas ligacdes dos acidos graxos insaturados e triacilgliceréis. Quanto
maior 0 numero de insaturagdes de um acido graxo, maior sera a sua capacidade de
absorcao de iodo e, consequentemente, maior sera o indice de iodo (MORETTO,
1989)

2.8.4 Indice de Saponificacao

O indice de saponificacao € definido como o peso (em miligramas) de hidroxido de
potassio (KOH), necessarios para saponificar os acidos graxos, resultantes da hidrélise
de um grama da amostra. Esse indice é inversamente proporcional a massa molecular
média dos &cidos graxos dos triacilgliceréis presentes. E importante para demonstrar a
presenca de 6leos e gorduras de alta proporcdo de acidos graxos e de baixa massa
molecular, em misturas com outros 6éleos e gorduras. Quanto menor a massa molecular
do acido graxo, tanto maior serd o indice de saponificacdo. Gorduras vegetais que
apresentam elevados indices de saponificacdo sédo indicados para fins alimentares
(MORETTO, 1989).
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CAPITULO 3- EXTRACAO DE LIPIDIOS E CARACTERIZACAO DO OLEO DE L.
STARKEYI.

3.1 INTRODUCAO

Os processos de extracao de bioprodutos sdo a chave para a obtencdo de
produtos de elevada qualidade, mas devido a diversidade dos produtos que podem ser
obtidos, ndo existe uma técnica de aplicagéo geral (SCHMIDELL et al., 2001). Quando
0 processo de extragcdo € utilizado para o6leos, busca-se alcangcar os seguintes
objetivos: i) obter a gordura ou 6leo intacto e insentos de impurezas indesejaveis; ii)
obter o maior rendimento possivel sem alterar o custo do processo; iii) produzir o
minimo de residuos e que este apresente o maior valor agregado possivel. A escolha
do método ideal para extracdo, em larga escala de 6leo, deve obedecer a certos
parametros: facilidade com que a célula se rompe, custo do método, velocidade de
ruptura celular e etc. (LASSING et al., 2008).

Os lipidios neutros estdo ligados covalentemente e podem ser extraidos dos
tecidos por solventes apolares. Lipidios polares, os quais estdo ligados por forcas
eletrostaticas e pontes de hidrogénio, requerem solventes polares capazes de quebrar
tais ligagbes e libera-los (BRUM; DE ARRUDA; REGITANO-D'ARCE, 2009). A extracao
por Butt € continua (DAUN, 2004), sendo o solvente aquecido e evaporado diretamente
pela camara de extracdo, condensando, gotejando-se sobre a parte superior do
cartucho de celulose assim lixiviando a fragao lipidica dissolvida no balao (Brum, 2004).
A vantagem desse método é a facil recuperacao dos lipidios (MEHLENBACHER, 1958).

Na extracdo por Soxhlet o processo ndo é continuo, mas em sistema de lotes com
extracOes repetidas, sendo que a amostra fica sempre em contato com o solvente,
havendo constante renovacdo do mesmo. A temperatura do sistema mantém-se
relativamente alta, possibilitando a extracao de maior quantidade de éleo em relacao a
outros métodos, sem a necessidade de filtracdo da micela apds o término da extracao,
uma vez que a amostra esteve envolta em cartucho durante todo o procedimento (DE
CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

HALIM, DANQUAH et al., (2012) e colaboradores analisaram diferentes opcoes

em escala laboratorial para a extracado de lipidios de microalgas. A atuagéao do solvente
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de extracdo com a matriz celular foi explicada em 5 etapas. A primeira etapa € o contato
das células com o solvente orgéanico. O solvente organico penetra na membrana celular
para o citoplasma e interage com os lipidios neutros semelhantes, através de
interacdes de Van der Waals (etapa 2), formando um complexo de lipidios - solvente
organico (etapa 3). Estes complexos organicos lipidios - solventes, acionados por um
gradiente de concentracdo, difundem através da membrana da célula (etapa 4) e o
solvente organico forma uma pelicula em torno da célula (etapa 5). Consequentemente,
os lipidios neutros sao extraidos para fora das células e permanecem dissolvidos no
solvente orgénico apolar. Através da interacao entre solvente organico e a parede
celular é formado o filme.

MIDDELBERG, A. P. J. (1995), relatou diversos métodos combinados e
individuais para ruptura de microrganismo para o produto intracelular (isolado por uma
parede celular), permitindo assim a recuperacdo subsequente do produto. Estes
incluem métodos fisicos, quimicos, enzimaticos e mecanicos. O conhecimento da
estrutura da parede celular é importante para selecionar um método e racionalizar os
parametros de ruptura. Os métodos de rompimento celular para liberacdo dos
componentes intracelulares requerem alguma da parede celular.

A destruicao inespecifica € normalmente feita por meios mecanicos, enquanto que
os fisicos, quimicos e enzimaticos sdo métodos mais especificos e suaves. A
permeabilizacdo quimica da parede celular difere na seletividade e eficiéncia para
diferentes espécies microbianas. (GECIOVA; BURY; JELEN, 2002).

O efeito da autoclavagem na extracdo de éleo de améndoas foi avaliado por
(ZHANG et al., 2009). Os resultados mostraram que o pré- tratamento em autoclave
aumentou a recuperacao de 6leo, sem afetar a composicao. A autoclavagem (pressao e
temperatura) provoca uma oscilagdo de pressao rapida perturbando a estrutura do
pericarpo da semente de améndoa e permitindo a penetracdo dos solventes na
estrutura do pericarpo, assim reduzindo o tempo de extracéo.

No estudo realizado por ZUNIGA, CIOBANU et al., (2012) a autoclavagem nao
influenciou as concentracfes de acidos graxos obtidos, em relacdo a extracédo
convencional, seguida da transesterificacdo. Entretanto a autoclavagem resultou em
menores recuperacdes de acidos graxos poli-insaturados. Com transesterificagéo direta
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pelo calor de convecgdo, a autoclavagem foi associada com uma perda de 9,4% de
poli-insaturados e uma perda de 15,4% em docosahexaendico (DHA).

A parede celular desempenha um papel importante no transporte dos materiais
para dentro e para fora da célula. A analise de mecanismos que compdem a parede
celular é, portanto, importante em biologia basica e aplicada. As proteinas séo
covalentemente ligadas a moléculas de glucano na parede celular tornando-a mais
resistente a extracao (OSUMI, 1998). A Figura 5 representa a estrutura celular de uma

levedura.
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Figura 5. Composicao e estrutura da parede celular (OSUMI, 1998).

De acordo com a Figura 5 a parede celular, localizada no exterior da membrana
das células, é constituida por duas camadas. A camada interior, que proporciona a
resisténcia da parede celular, é formada por 3 - 1,3 e 1,6 glucano que é complexado
com quitina. A camada externa € constituida por manoproteinas e determina a maior
parte das propriedades de superficie da célula. A maioria das manoproteinas esta
covalentemente ligada a glucana presente na camada interna. As enzimas
periplasmaticas estdo presas entre a membrana celular e a camada interior do
esqueleto (OSUMI, 1998).

Nesse sentido, quatro métodos foram testadas neste trabalho: i) BLIGH & DYER,
(1959) modificado por Manirakiza e colaboradores (MANIRAKIZA et al., 2001); ii)
Metodologia de Soxhlet baseada em D’OCA, VIEGAS et al., (2011), iii) Metodologia de

17



Butt, iv) Extracdo por hidrolise celular em autoclave modificado de CHA, CHEN et
al.,(2011) e LEE, YOO et al.,(2010).

3.2 MATERIAL
3.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nesse experimento sdo: acido cloridrico ACS (Ecibra,
Brasil), biftalato de potassio PA (Synth, Brasil), cloroférmio (Exodo Cientifica, Brasil),
etanol (J.T. Bater, México), éter etilico AACS(éxodo Cientifica, Brasil), fenolftaleina
(Nuclear, Brasil), hexano (Synth, Brasil), hidroxido potassio (Merck, Alemanha),
hidréxido de sédio (éxodo cientifica, Brasil), metanol (Ecibra, Brasil), Tetrahidrofurano

(Merck, Alemanha).

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DE EXTRAQAO DE LIPIDIOS
3.3.1 Biomassa

Amostras de Lipomyces starkeyi produzidas no LEBBPOR (Laboratério de
engenharia Bioquimica, Biorrefino e Produtos de Origem Renovavel) foram lavadas,
centrifugadas a 8000 g por 10 min (Hettich Modelo Rotina 420), congeladas a 80 °C por
24 horas (So-Low Ultra freezer Modelo PV 85-13) e liofilizadas a -30 °C, 50 mmHg por
24 horas (Liobras-Modelo L101). Essas amostras foram utilizadas em todos os testes

de anadlise de lipidios.

3.3.2 Bligh & Dyer

O total de lipidios é determinado utilizando de 300 a 500 mg de biomassa
liofilizada apo6s digestao acida com 5mL de HCI 2M, a 80°C por 1 hora. O processo de
extracdo comeca com a adicao de 4 mL de solucao metanol.cloroférmio (2:1 v/v) a
biomassa, com posterior agitacdo em vortex por 2 minutos, adicdo de 2 mL de
cloroférmio e agitagdo por 2 minutos. Para gerar um sistema de duas fases liquidas,
3,6 mL de agua foram adicionados e o sistema foi agitado novamente por 2 minutos. As
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fases foram separadas por centrifugacéo por 10 minutos a 2000 rpm. A fase inferior foi
transferida a um baldo de 25 mL usando seringa. Uma segunda extracao foi realizada
utilizando 4 mL de uma solugdo 10% (v/v) de metanol em cloroférmio em agitador
vortex por 2 minutos. Apds centrifugacao, as fases cloroférmicas foram reunidas (1° e
22 extrato). O cloroférmio foi evaporado em evaporador rotatério € o residuo seco em
estufa a 60°C por um dia. O teor final de lipideo final foi quantificado.

3.3.3 Soxhlet

Amostras de 11 g de biomassa liofilizada foram adicionadas ao cartucho de
celulose e extraidas por 8 h em aparelho Soxhlet com 200 mL de solvente. Apds a
extracdo, o solvente é evaporado sob pressdo reduzida e a fracdo lipidica é seca a
peso constante em estufa. Trés solventes foram testados: i) cloroférmio: metanol (2:1,
v/v), ii) etanol e iii) hexano), sendo observado em média 30 ciclos para hexano e
cloroférmio: metanol e 8 ciclos para etanol na camara de extracdo. Os experimentos

foram realizados em duplicata.
3.3.4 Butt

Amostras de 14 g biomassa liofilizada foram extraidas por 6 horas em extrator Butt
contendo 200 mL de solvente, conforme procedimento detalhado para extracdo Soxhlet.

3.3.5 Extracao por Hidrolise Celular em Autoclave

Amostras de 15 g de biomassa liofilizada sao tratadas com 150 mL de acido
cloridrico 3 mol/L, obedecendo uma razao de 1:10 biomassa/acido, em Erlenmeyer de
500 mL. Autoclavado por 30 min a 121 °C foram adicionados 165 mL de hexano e
agitacdo de 50 rpm por 12 h em em agitador magnético (Fisatom 752). A seguir, as
fases foram separadas, sendo a fase superior (hexano) removida e recuperada por
evaporacao sob pressdo reduzida em Rotavapor IKA-RV 10 (Alemanha), a fragao
lipidica foi seca a peso constante em estufa e quantificada gravimetricamente em
percentagem de peso seco. Essa metodologia estd detalhada no fluxograma

apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Fluxograma geral do método de extragcéo de lipidios por hidrélise celular em

autoclave.
3.3.6 Calculo da Polaridade dos Solventes

A capacidade de interacdo amostra-solvente é dada pela polaridade, a qual é
resultado de quatro tipos de interacdo: dispersao, dipolo, ligacdo de hidrogénio e
interacdes dielétricas. Assim, solventes polares preferencialmente atraem e dissolvem
partes polares enquanto que solvente apolares preferencialmente atraem e dissolvem
partes apolares.

A forca de um solvente é diretamente relacionada com a sua polaridade (Tabela 5)
enquanto que para misturas de solventes, a polaridade é a média aritmética dos valores
dos solventes puros que compdem a mistura, ponderados de acordo com a fracdo de
volume de cada solvente SNYDER et al., (1979).

Nesse sentido, os diferentes solventes testados foram comparados em fungcao da
polaridade. Para a mistura binaria de solventes a e b, a polaridade foi calculada como

demonstrado na Equagéao 1:

P'= ¢aPa + ¢bPb (1)

Onde: ¢, ¢ correspondem a fracao de volume da mistura de cada solvente; P é a

polaridade correspondente ao solvente.
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Tabela 5. Valores de polaridades utilizadas no célculo da mistura de solventes.

Polaridade
Solventes
(Snyder et al., 1997)
Hexano 0,1
Cloroférmio 4.1
Metanol 51
Etanol 43

3.3.7 Analise das células de L. starkeyi em Microscopia Eletrénica de Varredura
com Energia Dispersiva (MEV/EDS)

Foram analisadas por MEV as amostras de biomassa apés extracao lipidios em
soxhlet com diferentes solventes (etanol, hexano e cloroférmio:metanol (2:1 v/v)) e para
a biomassa sem nenhum processo de extracao (controle). As amostras foram secas até
peso constante em estufa até obtencdo de micrografias e microanalise elementar
realizada no Microscopio Eletrdnico de Varredura com Detector de Energia Dispersiva
de raios X, Modelo MEV: Leo 440i Modelo, EDS: 6070 MEV/EDS: LEO Electron
Microscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra). O recobrimento metalico foi realizado no
Sputter Coater POLARON, Modelo: SC7620 Marca: VG Microtech (Uckfield, Inglaterra).
A estimativa da espessura da camada de ouro foi calculada a partir da equacao:

Espessura=K.i. V.t (2)

Onde: K=0,17 A/mA.Volt.s; i= 3 mA; V= 1 Volt e t= 180 s. Portanto, a espessura
utilizada foi de 92 A.

Foram empregadas tensao de aceleracado igual a 15 kV e corrente do feixe igual a
100 pA para obtencao das micrografias e 20 kV e 600 pA para obtencédo dos espectros
de raio X.
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3.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ANALISES E CARACTERIZACOES DO
OLEO

Os lipidios foram caracterizados em relacdo a composicao triacilglicerélica,
composi¢ao do 6leo, indice de acidez, saponificacdo,teor de fésforo, viscosidade e
densidade.

3.4.1 Determinacao de Triacilglicerois, Diacilglicerois e Monoacilglicerdis por
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho por Exclusao de Tamanho.

Triacilglicer6is, diacilgliceréis e monoacilglicerdis foram quantificados por
cromatografia liquida de alto desempenho por exclusdo de tamanho (HPSEC) em
cromatdgrafo liquido Perkin Elmer Series 200 com detector de indice de refracado
Waters 2414 colunas: 1- Jorgi gel DVB 300x 7,8 mm, 500 A ; 2- Jorgi Gel DVB 300x 7,8,
100 A. A fasel mével utilizada foi tetrahidrofurano (THF), Fluxo de 1mL/min e volume
injetado de 20 pL. As amostras de 6leos foram preparada em 1,0% em tetrahidrofurano,
volume de injecao da amostra 200 pL. O preparo do padrao foi realizado pesando 25 ug
de acido estearico, 26,5 ug de monoestearina, 36,8 ug de diestearina, 32,8 ug de

triestearina em 12 mL de THF correspondendo a uma solucao de 1%.
3.4.2 Determinacao da Composicao de Triacilglicerdis (TAGs)

A composicdo em TAGs foi analisada em cromatografo a gas CGC Agilent 6850
Series GC System com detector de ionizagdo de chama (FID). Foi utilizada coluna
capilar DB-17HT Agilent Catalog 122-1811 (50%-fenilmetilpolisiloxano), com 15 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,15 uym de filme. As condi¢cdes de anélise
foram: injecao split, razdo de 1:100; temperatura da coluna: 250 °C, programada até
350 °C a razdo de 5 °C/ min; gas de arraste: hélio, em vazdo de 1,0 mL/min;
temperatura do injetor: 360 °C; temperatura do detector: 375 °C; volume injetado: 1,0
uL; concentracdo da amostra: 100 mg/5mL de tetrahidrofurano. Os TAGs foram
identificados (Tabela 6) a partir da comparacédo dos tempos de retengédo, segundo os
procedimentos de ANTONIOSI FILHO, (1995).
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Tabela 6. Representacdo dos acidos graxos utilizados na identificacdo dos

grupos de TAG.

Acido Graxo Representacao
caprilico Cy
caprico C

laurico La
miristico M
palmitico P
estearico S
oléico O
linoléico L
palmitoléico Po

3.4.3 Composicao em Acidos Graxos do Oleo

O protocolo de transesterificacao foi adaptado de LEWIS, NICHOLS et al., (2000).
Amostras de 20 mg biomassa liofilizada foram homogeneizadas em 3 mL de solugéo
MeOH/HCI/CHCI; (10:1:1, vol) e transesterificadas a 90 °C por 1 h. Os ésteres
produzidos foram extraidos trés vezes adicionando 2 mL de hexano:cloroférmio (4:1,
v/v) e 1 mL de agua, seguido de centrifugagao a 2000 rpm por 10 min para separacao
das fases. A fase superior (hexano + metil ésteres) foi separada e tratada com sulfato
de sodio anidro para retirada de umidade com posterior filtracdo através de membrana
PTFE (0,22 um). A amostra foi mantida a -20 °C até inje¢cdo no cromatdgrafo. O padrao
Supelco 37 Component FAME Mix (10mg.mL™" in CH.Cl, (47885-U) contendo metil ésteres de
C4:0 a C24:1 foi utilizado para identificagdo do tempo de retencdo dos FAMEs por integracao
dos picos.Os acidos graxos foram identificados em um cromatégrafo a gas GC-2014
com detector de massas (Shimatzu), coluna capilar Stabilwax, 30 m, ID 0,25 milimetros,
0,25 uym. A energia de ionizacao de 70 eV. Hélio foi utilizado como fase mével (15 psi,
split 1/100) a temperaturas de 250 °C no injetor e 300 °C no detector . A programacao
da rampa de temperatura foi 50 °C por 2 min, gradiente de 10 °C/min até 180 °C,

etempo de espera de 5 min a 180 °C, gradiente de 5 °C/min até 240 °C, totalizando 42
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min de corrida cromatografica. O volume injetado foi de 1 pL. O software GC-MS
solution (Shimadzu, Kyoto, Japan) foi usado para analise dos cromatogramas e as

livrarias Nist08 e Nist08s foi usada para comparacao.
3.4.4 Calculo da Massa Molar do Oleo

A massa molar média dos &cidos graxos constituintes do 6leo de levedura
(MMM,,) foi calculada pela composicdo fornecida por cromatografia a gas (CG)
comparando-se sua constituicdo com dados de literatura. As massas molares dos
acidos graxos utilizados no calculo de MMM, foram obtidas do NIST Webbook (NIST,
2008) conforme a Tabela 7.

Tabela 7. Massas molares dos acidos graxos utilizados no calculo da MMM,

Acido graxo Foérmula quimica Massa Molar (g/mol)
Acido miristico C14H2502 228,37092
Acido palmitico C16H320: 256,4241
Acido estearico C1gHz602 284,4772

Acido palmitoleico C16H300: 254,4082

Acido oléico C1sHas02 282,4614

Acido linoléico C1gHz20> 280,4455

Fonte: (NIST, 2011).

A massa molar de 6leo vegetal ou triacilglicerol foi estimada como apresentado na
(Equacao 3)(HALVORSEN; MAMMEL; CLEMENTS, 1993; MORAD et al., 2000;
RODENBUSH; HSIEH; VISWANATH, 1999)

MMy= 3% x; MM, + 38 (3)
Onde: MM, é a massa molar do éleo ou triacilglicerol; x;é a fracdo molar do componente

i do acido graxo constituinte no perfil cromatografico; MM; € a massa molar do

componente i do acido graxo constituinte no perfil cromatografico.
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A composicdo do 6leo analisado por CG permitiu estimar a contribuicdo de cada
grupo de acido graxo estrutural do lipidio. Essa determinagao é importante para analisar

as relacdes estequiométricas dos componentes envolvidos na reagao.
3.4.5 Indice de Acidez

indice de acidez é definido como a quantidade de hidréxido de potassio (KOH),
em mg, necessdria para neutralizar os acidos livres de 1 grama da amostra de éleo.
Nesta analise, neutraliza-se a solucdo de solvente titulando-a com KOH usando
fenolftaleina como indicador para o branco da amostra. Essa metodologia foi adaptada
da AOCS Cd 3d-63 e SILVA, (2005). Dissolve-se 1 grama da amostra de 6leo foi
solubilizado em 125mL da mistura dos solventes éter etilico:etanol (2:1 v/v),
adicionando algumas gotas de fenolftaleina 1 % em isopropanol e titula-se a solucao
com NaOH 0,1 mol/L. Ao final da titulacdo aparece uma coloracao levemente rosa.
Esse procedimento é feito em duplicata. O célculo do indice de acidez é feito através da
Equacdo 4 e, posteriormente, divide-se por 1,99 (oléico), 2,81 (laurico) e 2,19

(palmitico), respectivamente para expressar em porcentagem de acidos graxos livres.

_(A—B)x M x56.1 (4)
B m

1A

Onde, A é o volume (mL) da solucao de KOH gasto na titulagdo, B é o é o volume
(mL) do branco, M é a molaridade da solugdo KOH, m € a massa (g) da amostra.

3.4.6 Calculo do Indice de lodo

O indice de iodo foi calculado com base na composicao do 6leo residual obtido por
CG. Segundo o método oficial AOCS Cd 1c-85, o indice de iodo é dado pela Equacao
5:
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I =(%C16:1 % 0,950) + (%C18:1 x 0,860) + (%C18:2 x 1,732) (5)
+ (%C18:3 x 2,616) + (%C20:1 x 0,785) + (%C22:1 x 0,723)

Onde: I é o indice de iodo, em centigramas de iodo absorvido por grama de
amostra;% Ca:b é a porcentagem do acido graxo com a carbonos e b insaturagbes
obtida por CG.

3.4.7 Célculo do Indice de Saponificacao

O indice de saponificacdo é definido como a massa (mg) de KOH requerida para
saponificar um grama de éleo ou gordura, sendo calculado a partir da composicdo em
acidos graxos como apresentado na equacao 6 (American Oil Chemist’s Society, 1998,
método Cd 3a-94):

3 %X 56,1 x 1000 (6)

IS = M x3) 792,09 = B x 18)

onde MMt corresponde ao peso molecular médio (soma das fracdes molares de
todos os acidos graxos na amostra), 56,7 significa a massa molecular de KOH e
92,09 representa a massa molecular do glicerol.

3.4.8 Determinacao do Conteudo de Fosforo

O teor de fésforo é definido como o teor de fosfomolibdato determinado
colorimetricamente, sendo a metodologia adaptada da AOCS Ca 12-55 e
MORETTO(1989) e realizado em duplicata.

Nesto método, aproximadamente 1 g de 6leo fundido em banho foi pesado e
adicionado a 0,5 g de 6xido de zinco. As amostras foram carbonizadas por 2 dias em
chapa aquecedora para retirar umidade e acido graxos livres presentes. Os cadinhos
com as amostras carbonizadas foram aquecidos a 600 °C por 2 h em mufla e,
resfriados temperatura ambiente. Apos esta etapa, foram adicionados 5 mL de agua
destilada e 5 mL de HCI concentrado sobre as cinzas formadas, seguido de
aquecimento em chapa aquecedora para ebulicdo branda dos cadinhos tampados com
vidro de relégio.
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Filtraram-se as cinzas em um baldo volumétrico de 50 mL, utilizando agua
destilada quente para lavar o filtro e o cadinho, removendo as cinzas e o fésforo da
solucdo. Em seguida, adicionou-se KOH 50% até a formacao de um precipitado branco
que foi neutralizado com HCI concentrado até completa dissolugdo do 6xido de zinco
completando o volume do baldo com agua destilada. Retirou-se uma aliquota de 10 mL
de solugédo para um baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentando 8 mL de sulfato de
hidrazina e 2 mL de molibidato de s6dio. Colocou-se em banho fervente por 10 min
para que ocorra a reacao. Apos, completou o volume com agua destilada, transferindo
para a cubeta de quartzo para leitura em espectrofotébmetro Perkin Elmer UV/Vis
Spectrometer Lambda 20 (Estados Unidos da América) no comprimento de onda de
650 nm.

A concentracdo de fésforo foi obtida pela curva de calibracdo apresentada na
Equacédo 7 , construida a partir de solugées de sulfato de hidrazina e de molibidato de
sédio com a diluicdo de 0 a 10 mL em um baldo de 50 mL. O conteudo de fésforo em

6leo (mgP/Kg) foi calculado conforme Equacao 9.
y =0,1731x — 0,0016 (R®= 0,9993) (7)

o f (8)
P—y XE

Onde, fé o fator de diluicdo da amostra e m € a massa (g) da amostra.

3.4.9 Viscosidade

As amostras foram submetidas a medicdo da viscosidade cinematica a 40 °C
empregando-se um banho termostatico modelo (SCHOTT — GERATE GmbH AVS — 350
D 65719 Hofheim a. ts) CT 52 com sensor automatico modelo AVS 350 (Schott, Mainz,
Alemanha), segundo o método normalizado ASTM D 445-09.15 Para as amostras de
6leo foi utilizado o tubo viscosimetro capilar de vidro calibrado n® 100 (k = 0,0147)
(Schott, Mainz, Alemanha), que possui a faixa de 3 a 15 mm?s.

Anotou-se o0 tempo necessario ao escoamento que posteriormente foi corrigido

conforme o fator do tubo. Quanto maior for o tempo necessario ao escoamento, mais
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viscosa serd a amostra. A viscosidade, assim determinada, é conhecida como
viscosidade cinematica sendo seu resultado expresso em centésimos de Stokes
(centiStokes) O caélculo da viscosidade é feito através da Equacgédo 9. O resultado foi,
entdo, reportado em mm?/s. Este procedimento foi realizado em triplicata.
V=Kxt(mm?s? (9)

Onde V é viscosidade cinematica, K € constante do capilar e t € o tempo, em
segundos, de escoamento do fluido.

3.4.10 Densidade

Todas as amostras foram submetidas a medicao da densidade a 20 °C através de
um densimetro modelo DMA 4500 (Anton Paar, Graz, Austria), segundo o método
normalizado ASTM D 4052-09.14 O resultado foi reportado em kg/m® Este
procedimento foi realizado em ftriplicata.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO EXTRAGAO DE LIPIDIOS

O método de BLIGH & DYER (1959), na versao simplificada de extracdo usando
cloroférmio:metanol proposto primeiramente por FOLCH, et al., (1957), € um método
rapido para extracao e purificacao dos lipidios totais. Nesse sentido, os valores de teor
de lipidios obtidos pelo método de Bligh & Dyer foram considerados como 100% de
extracao e tidos como referéncia para os outros métodos testados, servindo como fonte
de comparacéao (Tabela 8). O total de biomassa obtida das fermentacdes de Lipomyces
starkeyi DSM 70296 foi de 538 gramas com a concentracdo massica de lipidios
determinada por Bligh & Dyer de 46,9 + 0,1.

Tabela 8. Efeito do solvente sobre a extragao lipidica de L. starkeyi.

A . Lipidios Hidrolise Celular em
Parametro Solventes Polaridade
Soxhlet Butt Autoclave
. Hexano 0,1 5,06 56,06 89,32
Eficiéncia o
Cloroférmio:
de
. Metanol 4.4 95,41 90,32 -
Extracao
(2:1)
(%)
Etanol 4,3 65,05 66,40 -
Hexano 0,1 0,27 4,29 6,33
Massa o
o Cloroférmio:
Média de
o Metanol 4.4 5,00 6,35 -
Lipidios
@) (2:1)
g Etanol 4,3 3,41 4,84 -

Os solventes empregados na extracdo apresentaram diferenca na eficiéncia de
extracdo seguindo a ordem decrescente de polaridade: cloroférmio:metanol > etanol >
hexano. Resultados similares foram obtidos por MCNICHOL, MACDOUGALL et al.,
(2012) onde solventes polares (cloroférmio:metanol (2:1), etanol e acetona) extrairam
maior teor de lipidios em relacao aos solventes nao polares (hexano), para amostras de
microalgas extraidas por Soxhlet. Os solventes polares como etanol e
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cloroférmio:metanol (2:1) apresentaram maior variabilidade em relacdo ao teor de
lipidios de outras matrizes de solventes.

Maximos valores de eficiéncia de extracdo e massa média de lipidios foram
observados nas amostras extraidas com cloroférmio: metanol (2:1). Isso é explicado,
pois a mistura cloroférmio:metanol possui a capacidade de extragdo de lipidios neutros
e lipidios polares, enquanto que o hexano extrai lipidios apolares e o etanol extrai
lipidios polares.

Como observado no mecanismo de atuacdo dos solventes nao polares, Estes
atuam apenas nos lipidios mais expostos com interacdes fracas do tipo Van der Waals,
como os presentes no citoplasma, mas ainda restam lipidios que estdo menos expostos
e internamente ligados por ligacdes de hidrogénio como as associagdes entre 0s
lipidios e a proteina presente na membrana. HALIM, DANQUAH et al., (2012) relata
um mecanismo de atuagao de solventes polares e de mistura de solventes nao polares
com polares. O solvente organico apolar rodeia o complexo de lipidio e forma
interacdes de Van der Waals com os lipidios neutros, enquanto que o solvente organico
polar também envolve o complexo lipidico e forma ligacdes de hidrogénio com os
lipidios polares no complexo. As ligacbes de hidrogénio sao fortes o suficiente para
deslocar a ligacado dos lipidios e proteina para a membrana celular. E dissociando para
longe da membrana celular.

A diferenca dos métodos de extragdo Soxhlet e Butt na Tabela 8 estd na
percolacdao do solvente, pois com a mudanca do mecanismo de extracao (camara de
extragdo) houve aumento na solvatacdo, observando uma melhor eficiéncia quando
hexano é empregado. Para os outros solventes, o resultado nao foi tdo significativo,
pois ndo houve uma grande variacao da porcentagem de lipidios em relacédo a extracao
por Soxhlet. Como os lipidios apresentam grande faixa de hidrofobicidade, é inviavel a
utilizacdo de um unico solvente para extracao.

No presente trabalho com o melhoramento significativo da extracdo com o Hexano
no sistema Butt, buscou-se uma alternativa para tornar a extragao ainda mais eficiente
utilizando um preé-tratamento como a Hidrélise da Biomassa em Autoclave.

O método escolhido no presente trabalho foi um tratamento termoquimico, pois
combina a alta temperatura e pressdao com a hidrélise acida. Estudos sobre os efeitos
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da autoclavagem na extracao de acidos graxos pela promocao da ruptura celular em
microalgas foi relatado por LEE, YOO et al., (2010). A hidrélise acida é o método de
pré-tratamento mais frequentemente usado para os materiais lignocelulésicos, e acido
sulfarico é o mais frequentemente utilizado, ao passo que outros acidos, tais como
acido cloridrico, acido fosférico e acido nitrico, foram também relatados (YOUSUF,
2012).

No presente estudo observou-se um aumento significativo de 89% na extragao de
lipidios (Tabela 8) com o processo de hidrélise celular em comparagdo com os outros
métodos, porém a biomassa de levedura desengordurada apds esse processo nao
podera ser mais utilizada para processos posteriores, como veremos na secao 3.5.2.
Para o aproveitamento da biomassa residual é necessario um processo de extracao
mais brando e com a maxima extracao de lipidios possivel.

Com base na combinacdo das tecnologias disponiveis, o pré-tratamento pode
alterar as condicbes da biomassa (HALIM et al., 2012), dificultando a utilizacdo da
biomassa para processos posteriores. Em geral, para aplicacbes em alimentos,
tratamentos quimicos podem introduzir um elemento complicador: a contaminagao da
suspensao de células através de um composto ativo, resultando em maior

complexidade nas operac¢des do processo.

3.5.1 Anadlise das células de L. starkeyi em Microscopia Eletrénica de Varredura
com Energia Dispersiva (MEV/EDS).

Amostras da biomassa de L. starkeyi foram analisadas por MEV para avaliar o
processo de ruputra celular pelos deferentes solventes utilizados em Soxhlet os
resultados estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Biomassa sem nenhum processo de extragdo em 600, 2000 e 6000x
(@), (b) e (c); Cloroférmio:Metanol em 2000, 6000 e 12000x (d), (e) e (f); Hexano em
2000, 6000 e 12000x (g), (h) e (i); Etanol em 2000, 6000 e 12000x (j), (I) e (m).
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A estrutura celular de uma levedura apresenta biopolimeros ligados
intracelularmente o que pode conferir a rigidez celular. Nas imagens (Figura 7) obtidas
por MEV € possivel observar células bem definidas antes de serem submetidas ao
processo de extragdo, bem como as mudancgas nas células para cada solvente testado.
A utilizacdo da técnica MEV para quantificacao da lise celular ndo é aconselhavel, pois
os detritos celulares se sobrepdéem uns aos outros, dificultando a andlise visual das
amostras, como observado nas imagens de MEV das amostras extraidas com etanol.
De acordo com MIDDELBERG, A. P. J. (1995), as células sao facilmente diferenciadas
de detritos celulares, devido a alta resolugdo do método do MEV, sendo particularmente
util para E. coli. Para o caso de leveduras, esse método ndo é adequado para a
monitorizardo do rompimento celular, pois a regiao de detritos se sobrepde ao pico da
célula intacta.

A biomassa residual pds extracdo em autoclave (Figura 8), ndo foi analisada por
MEV, por ter ficado completamente incrustada no baldo ap6s a secagem em estufa.

Figura 8. Biomassa ap6s o tratamento acido em autoclave (a) .Biomassa apos a
extracdo e recuperagao do hexano (b).

O MEV/EDS também pode fornecer uma analise elementar local. A distribuicao
espectral dos elétrons dispersos pode ser analisada separadamente. A sua posi¢ao de
energia corresponde a um determinado nivel atbmico e, portanto, identifica um

determinado elemento no interior do volume irradiado. Fornece acesso a um nivel extra
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de informacao, isto €, a valéncia molecular estado de ligacdo, assim, em adicdo a sua
utilidade como um instrumento para determinacao da estrutura, o MEV/EDS também
pode fornecer uma analise elementar local usando os sinais (ENGEL; COLLIEX, 1993).
Nesse sentido, a tabela 9 fornece dados elementares da biomassa de L. starkeyi antes
e apos extracao.

Tabela 9. Perfil qualitativo de MEV/EDS da biomassa de Lipomyces starkeyi em

base seca.
Biomassa .
Elemento Cloroformio:
sem Hexano Etanol
(%) Metanol
tratamento
C 64,32 51,63 56,79 50
O 35,18 44,02 41,71 47,76
Na 0,17 1,13 0,69 1,00
Mg 0,13 - - -
K 0,2 1,38 0,79 1,23
P - 0,14 - -
Cl - 1,69 - -

A Tabela 9 apresenta tracos de Na, Mg e K, que podem ser provenientes do meio
de cultura. Dependendo do método de extracdo de lipidios extra ou intracelulares,
diferentes residuos podem ser gerados na biomassa, como por exemplo, a presenca de
Cl quando a biomassa é tratada com Cloroférmio:Metanol. A quantidade relativa de
carbono diminuiu e a de oxigénio aumentou, devido a extracdo de lipideos muito mais
rico em carbono do que em oxigénio. Esta biomassa residual poderia ser utilizada, ap6s
devidos testes, em racdo animal bem como para geracédo de energia por gaseificacao
ou pirdlise.

A composicdo elementar de uma amostra corresponde ao conteddo em
porcentagem de massa de carbono, hidrogénio, enxofre, oxigénio, nitrogénio, umidade

e matéria residual. Pode ser determinada como detalhado na norma da ASTM D 3176-
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74, sendo uma caracteristica técnica importante do biodiesel e servindo de base para
analise dos processos de combustao, tais como calculos dos volumes de ar, gases e
entalpia, determinando o poder calorifico do combustivel (GOMEZ, 2008).

3.6. RESULTADOS E DISCUSSAO CARACTERIZACAO DO OLEO
3.6.1 Composicao do dleo

Para a determinacéao da composicao do 6leo, os acidos graxos foram esterificados
a ésteres metilicos e analisados por CG. O perfil lipidico do 6leo de L. starkeyi e outros
microorganismos foram relatados por diversas pesquisas (ANGERBAUER et al., 2008;
LIU; ZHAO, 2007; MENG et al., 2009; WILD et al., 2010). O perfil cromatografico

apresentou similariadade com o6leo de palma (Tabela 10).

Tabela 10. Composicao em acidos graxos (%) da L. starkeyi.

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2

Presente estudo 0,5 33,2 2,6 8 54,4 1,3
(GARZON, 2009) 0,83 20,38 n.d. 10,77 56,06 11,96
Perfil dos acidos graxos do 6leo de palma (%)

Literatura C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2
(CRABBE et al., 1,2 47,9 n.d. 4,8 37,0 9,1
2001)

(GRIMALDI; 1,0 40,7 n.d. 5,0 42,0 10,2
GONCALVES;

ANDO, 2005)

(LIU; ZHAO, 2007) 0,4 33,0 0,1 4,7 55,1 1,6

*n.d. ndo detectado

Os seis acidos graxos identificados no éleo de L. starkeyi DSM 70296 sao
compostos basicamente por 14 e 18 carbonos, com baixo grau de insaturacéo,

caracteristica desejavel para a producéao de biodiesel.
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3.6.2 Determinacao de Triacilglicerois (TAG), Diacilglicerois (DAG) e
Monoacilglicerois (MAG) no d6leo de levedura por Cromatografia Liquida de Alta

Perfomance por exclusao de tamanho

As leveduras apresentam varias dificuldades para a extracao lipidica, devido a
espessa parede celular resistente a muitos solventes e pela possivel presenca de
lipases em extratos celulares. A maioria dos lipidios neutros é intracelularmente
armazenada em gotas lipidicas, as quais contém outros compostos, em particular
compostos aromaticos, dificeis de remocao durante a purificacao de lipidios (AGEITOS

et al., 2011). A Tabela 11 apresenta a composicao de acilgliceréis da L. starkeyi.

Tabela 11. Composicao percentual dos acilglicerdis da L. starkeyi pelos métodos

Soxhlet, Butt e Hidrélise Celular em Autoclave.

Soxhlet
Solventes TAG (%) DAG (%) MAG (%)
Hexano 64,14 20,64 15,20
Cloroférmio: Metanol (2:1) 60,71 20,14 19,13
Etanol 35,93 18,66 45,39
Butt
Solventes TAG (%) DAG (%) MAG (%)
Hexano 58,47 14,93 26,58
Cloroférmio: Metanol (2:1) 47,50 10,03 42,46
Etanol 45,97 19,46 34,56
Hidrdlise Celular em Autoclave
Solventes TAG (%) DAG (%) MAG (%)
Hexano 81,03 10,10 8,9

Como relatado anteriormente por BRUM, DE ARRUDA et al, (2009) e
MANIRAKIZA, COVACI et al., (2001) os lipidios neutros estao ligados covalentemente e
podem ser extraidos dos tecidos por solventes apolares (triacilglicerdis, diacilglicerdiss,

monoacilgliceroiss e esterdis). Os lipidios polares (acidos graxos livres, fosfolipidios e
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esfingolipidios), os quais estao ligados por forcas eletrostaticas e pontes de hidrogénio,
requerem solventes polares capazes de quebrar tais ligacoes e libera-los. Baseado
nessas condicdes, observou-se que os extratos hexanicos e por cloroférmio:metanol
(2:1) contem frag6es maiores de triacilgliceridios em relagéo ao etanol.

Os acilgliceréis sdo desejaveis para producdo do biodiesel principalmente para
transesterificacdes alcalinas (CHISTI, 2007). Os acilglicerdis geralmente apresentam
menor grau de insaturagdo do que outras fracdes lipidicas (lipidios polares), produzindo
ésteres com maior estabilidade de oxidagdo (HALIM et al., 2012).

A baixa concentracdo de monoacilglicerdis na extracao por hidrélise em autoclave,
8,9 %, se deve provavelmente a volatilidade desses compostos a alta pressao e
temperatura ou pela completa lise celular tornando os lipidios intracelulares mais
expostos ndo gerando a quebra da estrutura de triacilglicerol. Dependendo do método
de extracdo ou do solvente empregado ha uma diferenca significativa na variagdo da
concentracdo dos compostos, tornando assim mais ou menos seletivo para a extracao

de acilglicerdis.
3.6.3 Determinacao da Composicao de Triacilglicerdis (TAGs)

Esse método permite a andlise estrutural completa dos triacilglicerdis e a
distribuicdo dos diferentes &cidos graxos na molécula do glicerol. Este tipo de
elucidacao estrutural pode ter um grande impacto na avaliagdo da autenticidade dos
produtos, devido ao nivel de informagao que proporciona (CHRISTIE, 1989).

As gorduras e 6leos sao misturas complexas contendo varios compostos, sendo
principalmente de TAG, DAG, acidos graxos livres (AGL), fosfolipidios e outros
componentes menores. No entanto, o mais importante grupo desses compostos séo o0s
TAG, que quimicamente correspondem aos alcoois tri-hidricos esterificados com acidos
graxos. A analise da composicdo de TAG de um éleo ou gordura € uma tarefa
desafiadora, porque um grande numero de individuos espécies TAG é possivel devido
ao grande numero de combinacdes de acidos graxos no esqueleto do glicerol
(BUCHGRABER et al., 2004). Os resultados obtidos da composicdo de TAG do 6leo de
L. starkeyi para os diferentes solventes de extragao estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Composicdao percentual dos TAGs da L. starkeyi por diferentes
solventes de extracdo (continua).

Solventes TAG (FILHO, 1995) | CG (%) | Notacao Taquigrafica

PPP 4,40 3,71 48:0
PPPo 1,43 1,99 48:1
PPS 3,63 3,33 50:0
POP 18,45 17,29 50:1
PPoO 4,50 8,32 50:2
PSS 1,01 3,88 52:0
POS 10,05 20,38 52:1
POO 25,91 27,40 52:2
Hexano POL 5,75 3,03 52:3
SSO 1,38 2,11 54:1
SO0 6,90 4,03 54:2
000 12,17 4,47 54:3
OOoL 2,60 - 54:4

SSS 10,92

SUS 41,77

Suu 39,75

Uuu 7,5

PPP 4,40 3,89 48:0
PPPo 1,43 1,21 48:1
PPS 3,63 2,51 50:0
Cloroférmio: POP 18,45 29,50 50:1
Metanol PPoO 4,50 4,07 50:2
(2:1) PSS 1,01 2,09 52:0
POS 10,05 18,78 52:1
POO 25,91 25,34 52:2
POL 5,75 2,02 52:3
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Tabela 13. Composicdao percentual dos TAGs da L. starkeyi por diferentes

solventes de extracdo (concluséo).

SSO 1,38 1,35 54:1
SO0 6,90 4,40 54:2
Cloroférmio: | 12,17 478 543
Metanol ooL 2,60 - 54:4
(2:1) SSS 8,49
SUS 50,84
Suu 33,81
uuu 68
PPP 4,40 2,37 48:0
PPPo 1,43 1,20 481
PPS 3,63 6,02 50:0
POP 18,45 25,12 501
PPoO 4,50 4,52 502
PSS 1,01 1,82 52:0
POS 10,05 10,72 52:1
POO 25,91 31,77 52:2
Etanol POL 5,75 4,70 52:3
SSO 1,38 1 54:1
SO0 6,90 4,03 54:2
000 12,17 6,67 543
ool 2,60 - 54:4
SSS 10,21
SUS 38,04
Suu 40,32
uuu 11,37

* Representacdo: L (linoleico), O (oléico), P (palmitico), S (estearico), Po (palmitoléico); SSS:
cadeia saturada; SUS: cadeia com uma insaturagdo; SUU cadeia com duas insaturagées; UUU:
cadeia com trés insaturadas.
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Foram identificados treze tipos de TAG em cada solvente de extracao. Apesar de
existirem algumas diferencas quantitativas entre os TAG de cada solvente de extracao,
pode dizer-se que, em geral, apresentaram um perfil de TAGs semelhante. Maximas
quantidades de SSS foram obtidas com o solvente hexano (10,92%), SUS foi
identificado com 50,84% na extracdo com cloroférmio: metanol, UUU foi determinado
com maior valor na extragdo com etanol 7,5%, esse resultado € influenciado pela
seletividade de cada solvente empregado. Neste caso, a L. starkeyi apresentou perfil de
acidos graxos semelhantes ao 6leo de palma quando comparado com os 6leos vegetais
na determinacdo dos &acidos graxos apresentados na Tabela 10 o perfil de TAG
majoritarios é formado pela ordem crescente do teor: POP, POS e POO o que confirma
os resultados apresentados no perfil cromatografico.

O acumulo de lipidios intracelular ocorre na situacdo desbalanceada de
concentracdes de carbono e nitrogénio no meio de cultura. Sob estas condigcdes, a
fonte de carbono em excesso € canalizada em corpos lipidicos, na forma de TAG. A
sintese de TAG em leveduras é realizada no reticulo endoplasmatico. Os TAGs sao
formados por consecutiva acilagcao do glicerol-3P por trés aciltransferases, e os fosfatos
eliminados por meio de fosfatases especificas (AGEITOS et al., 2011). De um ponto de
vista tecnolégico, o perfil de TAG de uma espécie representa a compreensao da varias
propriedades fisicas de um 6leo ou gordura. A possibilidade de alterar as propriedades
fisicas das gorduras tem despertado grande interesse nos ultimos anos. A informacéao
sobre o perfil TAG é necessaria para controlar estes processos (BUCHGRABER et al.,
2004).

Em algas, a composicao de TAGs, raramente tem sido analisada. Ao contrario de
dezenas de plantas oleaginosas ou alguns Oleos de peixe, em que a referida
identificacdo dos TAG sao realizados (REZANKA et al., 2011). Em o6leo de palma, as
composicdes de sete amostras oriundas da América do Sul, Africa e Asia (Malasia)
apresentaram 5-9% SSS, 43 — 49% SUS, 38-44 % SUU e 6-8% UUU (BRAIPSON-
DANTHINE; GIBON, 2007). O perfil de TAG da Tabela 12 apresentou similaridade
quando comparada com a palma.

A Dbiossintese do TAG ocorre através de reacbes esterioespecificas e
regioespecificas, (assim como a distribuicdo das trés moléculas de AG no TAG
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afetando as suas propriedades biologicas e fisicas, como estrutura cristalina,
solubilidade, viscosidade e ponto de fusdo). Tradicionalmente, a caracterizacdo de
6leos e gorduras é baseada na composicao de AG. No entanto, esta informacao nao é
o suficiente para uma gordura ou composicdo do oOleo com fins alimentares.
Dependendo das combinacdes de blendas de TAG poderia levar a perfis semelhantes
de AG. Por esta razdo, recentes estudos tendem a usar diretamente o TAG como
marcadores de composicao para caracterizar as gorduras e 6leos. Esta informacéao é
usada para resolver problemas relacionados com questdes de autenticidade,
especialmente quando eles sdo usados para produtos alimentares (BOSQUE-SENDRA
et al., 2012).

3.6.4 Andlises Fisico-Quimicas do Oleo

O éleo foi caracterizado inicialmente e por ensaios em laboratério (Tabela 13) e
por alguns modelos de predicdo. Os modelos de predi¢cdo levaram em consideracao a
composigdo do Oleo para estimar parametros como: indice de iodo, indice de
saponificagdo e massa molar, enquanto que 0s ensaios experimentais foram usados
para determinar o indice de acidez, umidade, saponificacdo e determinacdo do
conteudo de fosforo.

O indice de iodo calculado pela composicao média dos acidos graxos do 6leo L.
starkeyi indica o grau de insaturacdo do 6leo. Pela norma EN 14214, o nimero maximo
permitido € de 120 g 1o/100 g (RAMOS et al., 2009), ao passo que a norma brasileira
nao especifica a quantidade permitida. O 6leo de L. starkeyi, por possuir indice de iodo
baixo, satisfaz uma importante caracteristica requerida para ser usado como
biocombustivel. O numero de insaturacdes nao tem efeito apenas nos valores de
densidade e viscosidade do biodiesel, mas também na estabilidade oxidativa (LOBO;
COSTA FERREIRA; DA CRUZ, 2009). A autooxidacao ocorre devido a presenca de
ligacdes duplas nas cadeias de muitos compostos graxos. A oxidagdo de compostos
graxos insaturados prossegue com taxas diferentes, dependendo do niumero e posicao
das ligacoes duplas. As posicoes alilicas das ligacdes duplas sdo especialmente
suscetiveis a oxidacao. Isto é essencial porque a maioria dos combustiveis de biodiesel
apresentam quantidades significativas de ésteres de &cidos oleico, linoleico ou
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linolénico, influenciando na estabilidade oxidativa dos combustiveis (KNOTHE, 2005).
As espécies formadas durante o processo de oxidacdo faz com que o combustivel
possa eventualmente deteriorar-se (KNOTHE, 2009).

Tabela 14. Caracterizacao do éleo L. starkeyi.

Métodos Experimentais

, Extracao
Parametro ?:I:&S: CHCl;: Metanol
Hexano (2:1 VIv) Etanol
) *Bruto 5,0
Indice de Acidez (mg g de &cido
KOH/g) oléico/100 0,12+ 0,03 2,35+ 0,51 3,56+ 1,40
g
Fosforo (mgP/KQ) - 33,65 135,34 120,65
Viscosidade 40° 38.03 4187 i i
(mm?/s) ’ ’
Densidade (kg/m®) 0(3889919- 911,4 - -
Métodos Calculados
Parametro Oleo de Palma L. starkeyi
indice de lodo 50-60 g I=/1 Ocz)go(gF){AMOS etal, 56,63 g 1,/100 g
Indice de *190 — 209 196,39
Saponificacao
Massa Molar 847.3 g/molz%%ﬁ{,)ABBE etal, 855,13 g/ mol

*Valores de Referéncia: RDC N° 482, de 23/09/1999, da Agéncia Nacional da Vigildncia Sanitaria —(ANVISA,
1999);(DE ALMEIDA et al., 2002)

Os resultados do calculo da massa molar do 6leo residual (triacilglicerdis) estéao
apresentados na Tabela 7. Em termos gerais, o primeiro termo da Equacdo 3
corresponde a média ponderada da massa molar de todos os componentes dos acidos
graxos com base no seus pesos moleculares e nas fracbes molares individuais e
multiplica-se por 3 para representar as trés cadeias de acidos graxos idénticos.
Adicionalmente, € também necessario considerar o glicerol, que é composto por trés
atomos de carbono e cinco atomos de hidrogénio (CH»-CH-CH>), bem como a diferenca
de trés atomos de hidrogénio entre os acidos graxos e as cadeias de acidos graxos (SU

et al., 2011).
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Para o calculo do indice de saponificacdo sdo necessarias as fragdes molares de
cada componente do 6leo de L. starkeyi. A umidade presente nesses 6leos foi inferior a
1%. Isso ja era esperado, pois a biomassa passou pelo processo de liofilizacao,
retirando-se todo o residuo de agua presente na amostra. Um requisito para eficiéncia
da reacdo de transesterificacdo por catalise basica € que os materiais e reagentes
estejam secos, uma vez que a presenca de agua no meio promove a formacao de
sabao com a consequente perda da alcalinidade do catalisador. Além disso, alto teor de
umidade resulta em menor solubilidade do 6leo na fase alcodlica, com consequente
gueda no rendimento dos ésteres etilicos (SILVA, 2005). O indice de acidez adequado
para realizar as transesterificagées basicas € de 3mgkon/Jsieo. Elevado indice de acidez
pode neutralizar o catalisador basico e gerar produtos indesejaveis como os sabdes (El-
MASHAD; ZHANG; AVENA-BUSTILLOS, 2008). O teor de acido graxos livres
associados com a matéria prima de lipidios, ndo deve exceder 0,5 % em peso (EDGAR
LOTERO; JAMES G. GOODWIN, 2005).

EHIMEN, SUN et al, (2011) encontraram o indice de acidez em Oleo de
microalgas (Chlorella) de 10,21 mg KOH/g de 6leo. Para elevados teores de &cidos
graxos livres (> 0,5 % m/m) em dleo de microalga, deve-se a escolher o catalisador
acido ao invés de catalisadores alcalinos para a reacao de transesterificacao.

Em estudos feitos por S.C.A DE ALMEIDA et al., (2002) para éleo bruto de palma,
a alta viscosidade do 6leo resultou em ma atomizagdo, depodsitos de carbono,
entupimento de tubulacdes e dificuldade de partida em baixas temperaturas. Mas o
biodiesel de palma esterificado com catalisadores acidos (H.SO4) a suposicéo de fluido
newtoniana é aplicada ao éster etilico do 6leo de palma (AL-WIDYAN; AL-SHYOUKH,
2002).

Os resultados obtidos ndo sao satisfatérios para a reacdo de transesterificacéo
via basica e ao rendimento da reacédo, o indice de acidez elevado para extracao com
etanol é o principal interferente para que essa reacao ocorra, demonstrando assim que
o 6leo bruto em estudo tera baixo rendimento em ésteres sem uma etapa de purificacao

ou refino.

43



3.7 CONCLUSAO

Os solventes empregados para extracao lipidica da levedura se comportam de
diferentemente seguindo a ordem decrescente de polaridade: cloroférmio:metanol >
etanol > hexano. Aumento significativo da extracdo de lipidios foi observado apds
ruptura celular em autoclave, porém um processo mais brando e eficaz deve ser
desenvolvido visando preservar as propriedades da biomassa extraida.

Nas imagens por MEV ¢é visualizado apenas a lise celular e formagao de detritos,
entretanto, nao foi possivel quantificar eficientemente a ruptura celular apenas a partir
das imagens obtidas. No presente trabalho foi adotado a méaxima quantidade de lipidios
extraidos para cada solvente empregado para classificar o melhor método de extracao
em relagao ao método considerado padrao (Bligh Dyer).

Observou-se os extratos lipidicos pelos solventes hexano e cloroférmio:metanol
(2:1) alcangaram maiores fragdes de triacilglicerdis em relagéo ao etanol.

Os seis acidos graxos indentificados no 6leo de L. starkeyi DSM 70296 sao
composto basicamente por 14 e 18 carbonos, com baixo grau de insaturacéo,
caracteristica desejavel para a producao de biodiesel.

Foram identificados treze tipos de TAG em cada solvente de extracao. Apesar de
existirem algumas diferengas quantitativas entre os TAG entre os diferentes extratos,
pode dizer-se que, em geral, apresentaram perfis de triacilglicerois semelhantes. O
perfil de TAG majoritarios € formado pela ordem crescente do teor: POP, POS e POO o
qgue confirma os resultados apresentados no perfil cromatografico.

Os resultados do indice de acidez e conteudo de fosféro ndo sdo satisfatérios para
a reacao de transesterificacdo via basica e ao rendimento da reagdao, demonstrando
assim que o 6leo bruto em estudo tera baixo rendimento em ésteres sem uma etapa de

purificacao ou refino.
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CAPITULO 4- OBTENCAO DO BIODIESEL DE L. STARKEYI

4.1 INTRODUCAO

A espectroscopia de infravermelho € uma ferramenta poderosa para o estudo das
moléculas biolégicas e a aplicacdo desta técnica estd em continua expansdo. E
utilizada para caracterizagdo de moléculas biolégicas, particularmente proteinas e
lipidios. As bandas de infravermelho para estudo de lipidios sdo as vibragdes do grupo
éster, em particular o alongamento da banda de C=0 na regiao de 1750-1700 cm ~
'(STUART, 2004).

Diversas aplicagbes biotecnolégicas requerem o maior desenvolvimento de
métodos analiticos para biomassa, a fim de monitorar a reprodutibilidade de lote para
lote (PISTORIUS; DEGRIP; EGOROVA-ZACHERNYUK, 2009). A espectroscopia de
infravermelho proximo (FT-IR) é cada vez mais empregrada. O sucesso desta técnica
em problemas analiticos quantitativos depende da disponibilidade de um modelo de
calibracao adequado para o sistema em estudo e pode revelar-se dificil de construir,
requerendo relativamente grandes conjuntos de dados (CEN; HE, 2007).

Processos de fermentacao em diferentes condi¢des foi realizado por GRUBE et
al., (2002b) estabelecendo uma analise quantitativa de mudultiplos componentes
celulares, com base na média dos coeficientes. A composicdo pode ser determinado
semi- quantitativamente pela a analise de regressao linear mdultipla. (PISTORIUS et al.,
2009).

Uma das vantagens mais importantes do FT-IR consiste no fato das substancias
analisadas ndo serem tratadas quimicamente evitando assim reag¢des secundarias.
Além disso, todos os compostos sdo medidos simultaneamente, reduzindo o tempo as
analises. (GRUBE; GAPES; SCHUSTER, 2002a)

Sao também adequadas para o controle da reacédo de transesterificagdo, controle
da qualidade do biodiesel, visto que técnicas vibracionais permitem sondas para o
monitoramento em tempo real (on-line) (TREVISAN et al., 2008).

Nesse sentido, duas técnicas foram testadas: i) FT-IR, baseado na Determinacao
Réapida de Isdmeros Geométricos Trans Isolados em Gorduras e Oleos em ATR em

45



Espectroscopia do Infravermelho da AOCS Meétodo Cd 14d-99; ii) Cromatografia

Gasosa acoplada Espectrémetro de massas (CG-EM).
4.2 MATERIAL

4.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nesse experimento sdo: etanol (J.T. Bater, México),
hexano (Synth, Brasil), acido sulfirico (Exodo Cientifica, Brasil) e &cido cloridrico
(Ecibra, Brasil).

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Transesterificacao In Situ Metilica

O protocolo de transesterificagao foi adaptado de LEWIS, NICHOLS et al., (2000).
As amostras de 200mg de biomassa liofilizada foram transesterificadas adicionando-se
30 mL da mistura metanol/acido cloridrico/cloroférmio (10:1:1, v/v) e levando a banho
termostatizado a 90°C por uma hora. Os ésteres produzidos sdo extraidos trés vezes
adicionando 20 mL de hexano:cloroférmio (4:1, v/v) e 10 mL de agua. A mistura é
centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos para completa separagdo das fases. A fase
leve (hexano + metil ésteres) é separada, o excesso de solvente € removido e
recuperado por evaporagao sob pressao reduzida em Rotavapor IKA-RV 10 (Alemanha)
e seca com sulfato de sédio anidro, a fracdo de ésteres metilicos é seca a peso

constante em estufa e medida gravimetricamente em percentagem de peso seco.
4.3.2 Transesterificacao In Situ Etilica

As reacgdes de transesterificacdo in situ por catalise acida (H.SO4) foram feitas
usando 5 gramas de biomassa seca e razdo molar etanol : 6leo 600:1 e a % de
catalisador acido foi calculada com base no teor de éleo presente na biomassa, diluido
em alcool (EHIMEN et al., 2010; EHIMEN et al., 2011; GEORGOGIANNI et al., 2008;
VELASQUEZ-ORTA; LEE; HARVEY, 2012). As condicdes usadas nas reacdes estao

representadas na Tabela 14.
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Tabela 15. Condig6es utilizadas nas reagoes.

Temperatura Concentracao de H,SO, Tempo
Amostras
(°C) (%) (h)
H; 70 1,0
Ho 80 1,0
Hs 70 2,0 4
H, 80 2,0
Hs 75 1,5
Eo1 70 100 8

Eo;. transesterificagao in situ 70°C com 100% H,SOy4; H4, Ha, Hi. Hy € Hs transesterificagéo in situ
variando temperatura (70-80 °C) e H.SO, (1 -2%).

A reacgao foi realizada em aparato composto de um tanque cilindrico com fundo
plano em aco inox 316 com e jaqueta térmica para controle de temperatura. O sistema
de agitacdo consistiu em um agitador mecéanico Q-251D da marca IKA Labortechnik
(Alemanha) com volume total de 100 mL. Apdés o término da reacdo de
transesterificacdo a mistura reacional foi centrifugada a 2000 rpm para separacao da
biomassa e posteriormente deixada em repouso (em funil de separacdo) para
separacao das fases. A mistura de ésteres foi purificada posteriormente por adicao de
hexano e a neutralizacao do catalisador foi feita com lavagem usando agua destilada a
60 °C ajustando o pH a 7,0. O solvente hexanico em excesso foi removido e recuperado
por evaporacao sob pressao reduzida em Rotavapor IKA-RV 10 (Alemanha) e seca com
sulfato de sodio anidro. A fracdo de ésteres foi seca a peso constante em estufa e

medida gravimetricamente em percentagem de peso seco.

4.3.3 Transesterificacdo Etilica Convencional do Oleo Previamente Extraido Por
Bligh&Dyer

A extracao de lipidios foi baseada no método gravimétrico de Bligh & Dyer, (1959)
modificado por Manirakiza e colaboradores (MANIRAKIZA et al., 2001), que extrai
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ambos lipidios, os polares e os ndo polares da biomassa liofilizada utilizando a mistura
de metanol e cloroférmio.

A extracao foi realizada pesando 1g de biomassa liofilizada e adicionando 12 mL
de uma solugao metanol:cloroférmio (2:1 v/v). Em seguida a suspenséao foi agitada em
agitador vortex por 2 minutos. Seguidamente foram adicionados 4 mL de cloroférmio e
agitou-se por 2 minutos. Para gerar um sistema de duas fases liquidas, 7,2 mL de agua
foram adicionados e o sistema foi agitado novamente por 2 minutos. As fases foram
separadas por centrifugacao por 10 minutos a 2000 rpm. A fase inferior foi transferida a
um baldo de 50 mL usando pipeta Pasteur. Uma segunda extracdo foi realizada
utilizando 8 mL de uma solucao 10% (v/v) de metanol em cloroférmio em agitador
vortex por 2 minutos. Apds centrifugagcdo, a fase de cloroférmio foi adicionada ao
primeiro extrato. O cloroférmio foi evaporado em evaporador rotatério e o residuo seco
em estufa a 60°C por um dia. O lipideo final foi quantificado gravimetricamente.

A transesterificacao do éleo extraido por Bligh & Dyer (1959) modificado a ésteres
etilicos seguiu o protocolo de transesterificacdo adaptado de Ehimen, Sun et al.(2010;
2011). As reacoes de transesterificacdo por catalise acida (H.SO,) foram feitas usando
a razao molar etanol:6leo 6:1 e 2% de catalisador acido, no tempo de 8 horas. A reacao
foi realizada em aparato e sistema de agitacdo descrito anteriormente. Apds o término

da reacao de transesterificacdo a mistura reacional foi centrifugada, purificada e seca.

4.3.4 Transesterificacdo Etilica Convencional do Oleo Previamente Extraido Por
Butt

Na extracdo tipo Butt as amostras de aproximadamente 14 g de biomassa
liofilizada foram adicionadas ao cartucho de celulose. A extracao foi realizada por 6
horas, em 200 mL de etanol. Apds a extracdo, o solvente é evaporado sob pressao
reduzida e a fracao lipidica é seca a peso constante em estufa.

As reacoes de transesterificacao por catalise acida (H.SO,) foram feitas usando a
razdo molar etanol e 6leo 6:1 e catalisador acido diluido em alcool. As condicoes
usadas nas reacgOes estdo representadas na Tabela 15.
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Tabela 16. Condicoes utilizadas na reacao de esterificacdo do 6leo.

Temperatura Concentracao de H,SO,4 Tempo
Amostras
(*C) (%) (h)
oF 70
1,0 2
Oz 80

O;: 6leo extraido por Butt (1% H.SO,4 & 70 ¢ C); O,: 6leo extraido por Butt (1% H,SO,4 a 80 © C).
4.3.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Apés o término da reacao de transesterificacao a fracao enriquecida em ésteres foi
analisada qualitativamente por cromatografia em camada delgada (CCD).

A fase moével foi constituida por uma mistura ternaria de éter de petréleo: éter
etilico: &acido acético (80:19:1). Ap6s a eluicdo, a cromatoplaca foi revelada com
vapores de iodo. Acido oleico e heptadecanoato de metila foram empregados como
padroes cromatograficos e os valores dos fatores de retencao (Rf) foram comparados
(GERIS et al., 2007).

A amostra foi aplicada diretamente na placa de silica por capilaridade e os padrdes
foram preparados diluindo-se 1g em de éter de petréleo em baldao volumétrico de 10
mL. Posteriormente preparou-se a solucao: 80 ml éter de petréleo, 19 ml éter etilico e 1
ml acido acético glacial.

O cromatograma foi desenvolvido em cuba contendo a solucao éter de petréleo,
éter etilico e acido acético glacial. A placa foi revelada por vapores de iodo metalico.
Para calcular o fator de retencao (Rf) mediu-se a distancia da linha de aplicacdo da
amostra a linha de chegada da fase mével (dm). Em seguida, marcou-se a distancia de
cada mancha colorida até a linha de aplicacdao da amostra (ds) e dividiu-se pelo valor
de (dm), conforme Equacao 12 (Resultados no Anexo 7.4):

_ds (11)
"~ dm

Rf
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4.3.6 Identificacao dos Produtos de Reacao e dos Compostos Presentes na
Biomassa e Oleo por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR).

As amostras foram analisadas no Espectrometro de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) (Thermo Scientific- Nicolet 6700/USA). Os espectros
foram obtidos no modo ATR (Attenuated Total Reflection) com o acessorio SMART
OMNI-SAMPLER na faixa de 4000-675 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras
por espectro. Essa metodologia foi baseada na Determinacao Rapida de Is6meros
Geométricos Trans Isolados em Gorduras e Oleos em ATR em Espectroscopia do
Infravermelho da AOCS Método Cd 14d-99.

As amostras de ésteres foram transferidas a célula de ATR com auxilio de uma
pipeta automatica utilizando 100 pL de amostra, o suficiente para o recobrimento de
toda a célula de ATR.

Os padrdes preparados com Biodiesel cedido pelo Laboratério de Combustiveis
da Universidade Federal do Amazonas para construcdo de curva de calibracdo. As
diferentes concentragdes de biodiesel utilizados para curva estdo descritos na Tabela
16 e 0s espectros obtidos de cada ponto encontram-se na Figura 9.

Tabela 17. Dados para constru¢ao da curva de calibracao FT-IR.

Padrao Massa de Biodiesel Massa de Etanol % de

pontos B100 (g) (9) B100
1 0,1 1,9 10
2 0,5 1 ,5 25
3 1 1 50
4 1,5 0,5 75
5 2 0 100
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Figura 9. Espectros de FTIR para a curva padréao

As areas integradas da absorbancia a 1750 cm™, pela andlise de FT-IR dos
padrdes foram plotadas utilizando a inclinacdo e a interseccdo gerada na regressao
linear de primeira ordem, da area versus % do padrao de biodiesel (Grafico 1). O ajuste
linear obtido na padronizacéo foi de 0,99086 e os valores da interseccao -0,1163 e
inclinacao 0,01575. Consequentemente a % de éster nas amostras pode ser estimada
pela equagcdo 13. Nos espectros da Figura 9 € observado que o limite de detecgao é

superior a 10%.
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Grafico1. Curva de regressao linear obtida na padronizacao

(area — intersecgio) (12)

% Ester = inclinagao
Onde, area é obtida da integracdo da regido de absorcdo de 1750 cm™; a
interseccao e inclinacao ja determinadas no ajuste linear.
A analise por FT-IR indicou as principais caracteristicas estruturais do produto e a
estimativa da fracdo de éster nas amostras. O teor de conversdo para as reacgoes, foi

calculado pela equagéao 14:
mg X % éster (13)
myr

% conversao =

Onde, mg € a massa de produto da reacao; teor de de éster obtida da Equacao 13

e m.7 € a massa de lipidios na biomassa.
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4.3.7 Identificacdo dos Esteres Etilicos Obtidos Por Cromatografia Gasosa com
Detector de Massas.

A identificacao dos ésteres etilicos foi confirmada por cromatografia gasosa com
detector de massas GC-2010 (Shimatzu) utilizando uma coluna capilar Stabilwax, 30 m,
0,25 mm 1.D., 0,25 pm. Para a eletroinoizacao foi utilizado 70 eV tendo hélio como fase
mével a pressao de 15 psi, split 1/50, 250 °C no injetor e 300 °C no detector. A rampa
de temperatura para a coluna foi: 50 °C por 2 min, gradiente de 10 °C/min até atingir
180 °C, 5 minutos em espera a 180 °C, gradiente de 5 °C/min até atingir 240 °C,
totalizando 32 minutos de corrida cromatografica. O volume injetado para cada analise
foide 1 pL. O software GS Solution (Shimadzu, Kyoto, Japan) foi utilizado para analise

dos cromatogramas juntamente com as bibliotecas Nist08 e Nist08s.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1 Identificacao e Quantificacao dos Produtos de Reacao por FT-IR

Uma das alternativas para superar a limitacdo do processo de extracao e
transesterificacdo convencional é a transesterificacao in situ, método no qual os
lipidios sdo simultaneamente extraidos da célula e convertidos. Nesta abordagem a
extragdo e conversdo ocorrem em um Unico passo, sem a necessidade de isolar e
refinar o lipideo antes da conversdo do biodiesel, podendo eventualmente reduzir os
custos (DONG et al., 2013). Os resultados finais de cada método de reagcao empregado
nesse trabalho convencional ou in situ versus, concentracdo de éster e rendimento de

conversao estao descritos na Tabela 17.
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Tabela 18. Dados obtidos por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR).

Transesterificacao Convencional (6leo extraido da levedura)

Amostras % Ester % Conversao
oF 68,45 43,20
0o 78,19 49,20
Aoi 95,50 86,62
Transesterificacao in situ com a matrix levedura
Amostras % Ester % Conversao
in situ metilica 75,13 55,11
in situ etilica (Eq1) 93,39 57,15
H; 73,35 32,02
P 69,42 36,44
Hs 54,40 26,70
H, 70,33 35,29
Hs 67,62 32,88

O;: 6leo extraido por Butt (1% H>SO,4 a 70 ¢ C); O,: bleo extraido por Butt (1% H,SO, 4 80 ©
C); Aos: Amostra extraida por Bligh Dyer (2% H,SO4 & 70 ¢ C); Eq4. transesterificagéo in situ 70°C com
100% H.SO4; Hy, Ho, Ha. Hy e Hs transesterificagdo in situ variando temperatura (70-80 °C) e H,SO, (1 -
2%).

Para estudos de transesterificacao in situ de microalgas EHIMEN, (2011) fez as
seguintes observacoes: com metanol, o equilibrio de produtos de transesterificacdo
variam de uma mistura de FAME, glicerideos e glicerol (reacdo incompleta) a uma
mistura de FAME e glicerol (reacdo completa). Uma vez que o glicerol da reagao é
eliminado do produto final (contendo FAME e glicerideos) pela etapa de purificacéo, o
valor final de éster serd menor do que o total de 6leo extraido, variando com a
composicao percentual do tipo de FAME do produto purificado. No presente trabalho a

conversao de 81,7% foi obtida com a amostra seca apds um tempo de reacédo de 6 h
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Na conversao proposta no trabalho estamos considerando o total de lipidios em 5
gramas de biomassa, ndo levando em consideracdo qual desses lipidios podem ser
transesterificados e a fragdo da molécula de glicerol.

A transesterificacdo por catalise acida é retardada pela presenca de compostos
polares, pois 0s mesmos atuam na reacao competindo por ions hidrogénio, reduzindo a
disponibilidade destes ions para a catalise. Os catalisadores &cidos ligam-se
preferencialmente a agua, levando a uma reacgao reversivel e desativando o catalisador.
Outro fator é o impedimento estérico entre as moléculas de acidos graxos e o alcool
utilizado, porém ha um aumento na hidrofobicidade com alcool maiores a temperaturas
elevadas demonstrando assim a importancia da temperatura na catalise acida. Sabe-
se, contudo, que grandes volumes de catalisador acido podem promover a formacao de
éter por desidratacao do alcool (EDGAR LOTERO; JAMES G. GOODWIN, 2005).

A desidratacdo do etanol foi observada nos espectros de FT-IR (Figura 10) nas
reacdes onde o minimo de tempo foi usado na reacdo levando a formacao de um grupo
vinil (alceno).

O Etanol pode sofrer as seguintes reacdes, dependendo da natureza do
catalisador utilizado e das condi¢des analiticas.

C2Hs0H <CHz = CHz + H0 (1)
2 C2Hs0H « CoHs0C2Hs + H0 (2)
C2Hs50H < CH3CHO + H» (3)
NC2Hs0OH < 2 ChHazn + 1nH20 (4)

A reacado 1 parece ser um caso especial da reacéo 4, quando n= 1. Na realidade,
através da reacdo 4, além de etileno, formam-se alcenos de cadeias normais e
ramificadas. Sabe-se que o0s alcodis sofrem ambas as reacdes de desidratacdo e
desidrogenacao, tanto em solucdo quanto em fase gasosa, através de catalise
homogénea. (JEWUR, 1984)

Os espectros da Figura 10 apresentaram uma banda relativa de formacao de uma
olefina, onde no presente trabalho foi determinado como um marcador para o término e
melhoramento da reacédo. A banda de olefina presente no estiramento ligagdo C=C
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conjugada (1600 ¢cm ') na vibragdo carbono-carbono e a deformacdo axial carbono-
hidrogénio —CH = CH, (3040-3010 cm ™). A presenca de uma olefina é possivel devido
a formacao do intermediario reacional presente nas reagdes de transesterificacdo. Nos
espectros da Figura 10 é possivel observar a formacdo de éster em pequenas
quantidades devido & intensidade do sinal 1741 cm™ caracteristico do estiramento -C=0O
1750 21730 cm™.

A fim de caracterizar os produtos, os resultados obtidos nas Figuras 11, 12 foram
consistentes com a estrutura quimica dos ésteres na andlise do espectro do FTIR,
que identificou as bandas caracteristicas através da absorbéancia, caracterizando a
deformacéao axial de éster C=0 (1,741 cm ') e C- O (1168-1243 cm ") , além de uma
deformagao axial e angular de C-H , nas regides de 2921 , 1461, 1377 e 719 cm™ ', que
sdo mensuradas no numeros de onda. Todas as amostras apresentaram para o FTIR
perfis semelhantes (CARVALHO et al., 2011). A tabela 18 resume as principais bandas
identificadas

Tabela 19. Principais regides identificadas no FTIR

1

Tipo de deformacao Faixa de absor¢cao cm -~
Deformacao axial CH3 1493-1378
Deformacao axial C=0 1750-1735
Deformacao axial C-O 1240-1163
Deformacao axial (éster saturado) C-O 1210-1163
3000-2800
Deformacao, angular C-H 1470-1370

860-720

Fonte: (CARVALHO et al, 2011; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Figura 10. Espectros de FTIR das amostras H1, H2, H3, H4, H5.
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Os Espectros da Figura 11 sdo relativos ao 6leo de levedura de diferentes

extracoes e diferentes condigdes reacionais. Nas amostras O e O, é possivel observar

uma minima formacao de alcenos no estiramento ligagdo C=C conjugada (1600 cm )

quando utilizado maior tempo de reagdo como, por exemplo, na amostra Ags. Para essa
amostra, a banda de caracteristica de éster apresentou sinal bem definido, sugerindo

gue a reacao com catdlise acida necessita de um maior tempo para a sua concluséo e

maior formacéao de produtos.

Absorbancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda/cm

Figura 11. Espectros de FTIR das amostras O+, Oz e Ap1,

Para as reacdes in situ ( Figura 12) os espectros apresentam uma identidade

espectral de éster tanto nas amostras metilicas e etilicas. As bandas estdo bem
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definidas em todas as zonas espectrais demonstrando que o maior tempo e 100% de

catalisador acido sao os principais fatores para o aumento no rendimento da reacao.
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Figura 12. Espectros de FTIR das amostras in situ metilica e etilica.
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EDGAR LOTERO et al., (2005), estudaram a butandlise do 6leo de soja
catalisada por 1% de H.SO,4 (m/m), a cinco temperaturas diferentes (entre 77-117 °C).
Foram evidenciados um aumento acentuado da taxa de reacdo, com a conversao
quase completa de TAGs requereu apenas 3 h a 117 ° C, enquanto que para se atingir
comparaveis conversdes a 77°C foram necessarias 20h. O efeito da temperatura é
ainda mais notavel as temperaturas e pressdes mais elevadas, particularmente, a 240
°C e 70 bar foram utilizados apenas 1,7 % de H.SOy, pra atingir conversdes superiores
a 90 % em 15 min.

Nas reacoes in situ o lipidio se encontra alojado no interior da célula, recoberto
pela membrana celular, menos disponivel ao meio reacional, dificultando ainda mais o
tempo de conclusdo da reagdo e a conversdo. Entretantotodas as reacdes foram
realizadas em condi¢cdes mais brandas demonstrando que este tipo de reagdo ocorre
de modo eficaz, porém necessitando de condi¢ées mais drasticas para maximizar a
conversao. Os espectros do 6leo e da biomassa antes de qualquer processo reacional
também foram avaliados para demonstrar o estagio inicial dos reagentes na reacao
(Figura 13).

No espectro do bleo € possivel notar a presenca de olefinas, hidrocarbonetos
alifaticos e ésteres. Nesse espectro é possivel notar uma semelhanga nos espectros da
Figura 10 demonstrando que nos espectros das amostras H1, H2, H3, H4 e H5, onde o
tempo de reacado € menor, existe uma grande quantidade de TAGs sem reagir € uma
minima formacgéo de éster.

Segundo PAVIA, et al., 2001, a forte absorgdo a 1.715 ¢cm ', que corresponde ao
grupo carbonila C = O é muito intensa e essas caracteristicas frequentemente permitem
distinguir o pico em situagdes potencialmente confusas. Por exemplo, em certa medida
as ligacdes, C = O (1850-1630 cm™) e C = C (1680-1620 cm ') absorvem na mesma
regidao do espectro infravermelho.

60



4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
OIeO | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
100
95 |-
2
85 |-
° ) | ) | \ | \ | \ | \ | \ |
> Biomassa
100 -
90 -
80 |- -
1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Figura 13. Espectros do 6leo e da biomassa.

No espectro da biomassa foi observado a presenca de fosfatos, hidrocarbonetos
alifaticos, acetato éster e alcoodis primarios alifaticos. As bandas caracteristicas dos

fosfatos sdo as bandas fortes em 1000 cm ' 550 cm™. Na regido perto de 1230 cm’'
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pode ser atribuido ao fosfato duplo assimétrico (alongamento da vibracdo do
fosfodiéster), fosfato livre e monoéster fosfato dos grupos funcionais. Também ha
diferencas para a regido amina (proteina 1670-1620 cm™ '), vibracdes simétricas de
alongamento dos grupos funcionais - COO (1400 cm™ ') e na regido de 1200-900 cm' '
de carboidratos (PISTORIUS et al., 2009).

No espectro da biomassa € possivel analisar a condicdo inicial do material
utilizado na reacao de transesterificacdo com a presenca de fosfatos, um dos principais
compostos identificados nas analises experimentais de caracterizacao do 6leo.

Além da identificacdo dos componentes e estimativa de éster na amostra, o uso
do FT-IR como técnica auxiliar pode contribuir na identificagcdo do 6leobem assim como
da mistura do 6leo/éster em reacdes de transesterificacdo ou em mistura éleo/éster em
amostras adulteradas. Porém, essa técnica necessita de uma validagdo para a
construgcdo de modelo matematico através da quimiometria para tornar o método

confiavel e eficaz.

4.4.2 Identificacdo dos Esteres Etilicos Obtidos Por Cromatografia Gasosa com
Detector de Massas.

Utilizou-se o CG-EM para identificar os ésteres etilicos obtidos nos melhores
resultados de FTIR com intuito de identificar e comparar o perfil. ATabela 19 descreve
nove acidos graxos (C16, C18 e C18:1). Diferentemente do perfil obtido no capitulo
anterior, foram detectados cadeias de C15, C17 e C24 na mistura de esteres obtidos

pela reacao in situ..

Tabela 20. Perfil em acidos graxos etilico.

Perfil Etilico

Amostra C14:0 C15:0 C16:0 C16:1 C17:0 C18:0 C18:1 C18:2 C24:0
in situ 0,47 0,07 33,40 3,77 0,42 12,46 43,28 4,18 1,94
Ao1 0,33 - 3595 2,54 0,77 12,26 45,07 2,35 0,72
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Os métodos que utilizam catalise acida e basica podem afetar o rendimento de
reacao por diversas razoes, tais como a presenca de agua, AGL (na catalise basica),
uso de quantidades inadequadas de alcool e por aquecimento (MILINSK, 2007).

Estes fatores podem afetar diretamente os resultados quantitativos devido a
conversao incompleta dos lipidios a ésteres metilicos de acidos graxos, mudanca na
composicao dos acidos graxos durante a esterificacdo e formagdo de compostos ser
erroneamente identificados como acidos graxos. Ainda, residuos do catalisador usado
podem levar a contaminar a coluna cromatografica, promovendo extragdo incompleta
dos ésteres metilicos de acidos graxos e perda de ésteres metilicos de cadeia curta e
volateis (BRONDZ, 2002; MILINSK, 2007).

A hidrélise de um lipidio simples resulta em um ou dois tipos diferentes de
produtos. A hidrolise de um lipideo complexo produz trés ou mais tipos de produto. Os
acidos graxos comuns contém de 1 a 40 ou mais atomos de carbono numa cadeiae
podem ter um numero impar ou par de atomos de carbono. Também podem ser
ramificados, com um atomo de carbono, ou mais de 20 atomos de carbono no ramo. As
cadeias ramificadas podem ser iso-acidos mono ou multi-ramificados. Ha outros grupos
funcionais em acidos graxos, como hidroxi, epoxi e grupos ceto, ciclopropano e anéis
ciclopropeno, acetilénico, anéis de ciclopentano, anéis furanoicos, anéis de ciclo-
hexeno, e os anéis fendlicos, ou os anéis de naftaleno (BRONDZ, 2002).

No estudo feito por Milinsk 2007, foi observado a possibilidade de obtencéao
diferentes concentracdes de acidos graxos em uma mesma amostra em fungdo do
método de esterificagdo utilizado. O objetivo do trabalho foi verificar a eficiéncia de 8
diferentes métodos de esterificacdo envolvendo catalise acida e basica na
determinacao quantitativa de cinco éleos vegetais (soja, canola, linhaca, azeite de oliva
e de dendé).

ATabela 19 descreve o perfil de CG, onde foi observada uma pequena variacao
em relacdo ao perfil metilico, mas os acidos graxos majoritarios continuaram os
mesmos. Em estruturas lipidicas mais expostas ao meio reacional como os 06leos
vegetais, como relatado no trabalho de Milinsk (2007), apenas a influéncia do tipo de
catalisador e método de esterificacdo. Foi observada a interferéncia da membrana
celular nos lipidios intracelularmente ligados, como relatado no capitulo anterior de
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Extragcdo. A reagdo in situ em microrganismos oleaginosos necessita ser melhor
investigada dependendo do tipo de membrana celular e microrganismo utilizado. As
vias bioquimicas para a formacgao desses lipidios devem também ser exploradas para o
maior entendimento e determinacao das classes lipidicas que estao sendo formadas.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A producao de biodiesel a partir de microrganismos ainda se encontra em fase de
investigacédo e desenvolvimento em escala de laboratério, visando fornecer informagdes
Uteis para auxiliar o futuro desenvolvimento dos processos de producao de biodiesel.

Ainda é necessario aperfeicoar o uso da biomassa em transesterificacées por via
etilica e a quantificacdo desses produtos por cromatografia com padroes de ésteres
etilicos internos.

A técnica de FTIR com ATR se demonstrou uma ferramenta auxiliar para
determinacao rapida de ésteres e produtos reacionais. Nesse trabalho & possivel
observar que o FTIR forneceu uma boa resposta para os produtos esperados.

As conversdes obtidas nesse trabalho foram apenas estimadas necessitando de
uma analise quantitativa para validacao dos resultados e métodos utilizados.

Trabalhos futuros

- Otimizar os resultados obtidos neste trabalho com maior emprego de técnicas

analiticas como espectrometria de massas.

- Determinar todos os subprodutos de cada extragdo como carotenoides e outros
compostos.

- Criar um modelo matematico para validar a analise de FTIR em bioprocessos.

- Utilizar outros métodos de esterificagcdo e transesterificagdo comparando os
perfis obtidos.

- Avaliar a possibilidade de utilizagdo de uma analise on line ou in line para

acompanhar a cinética reacional.

- Caracterizacéo dos acidos graxos com analise quantitativa.
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7. ANEXO

7.1 CROMATOGRAMAS DOS PERFIS TAG
Extrato Hexanico

Data File C:\HPCHEM\2\DATA\TGAGO12\02AG0005.D Sample Name: H1
Injection Date 8/2/2012 5:45:46 PM Seq. Line 5
Sample Name H1 Location : Vial 5
Acqg. Operator INGRID Inj 1
Inj Volume 1 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\2\METHODS\DB17-15F.M
Last changed 8/2/2012 1:29:57 PM by INGRID
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\ECODB17.M
Last changed 8/6/2012 4:50:09 PM by INGRID
(modified after loading)
FID1 A, (TGAGO12\02AGO005.D)
704
60
50
40
30 5 &
- L. @ N
& 10
20 -] bﬁ '@“ﬁ%’\@ \Q’é\‘gg
oA £ STEEY s Se
\ 4 e S o
10 \ | [ s NS [ NS v’
- s . - M R
¥ - ~F 1l
. off Cm oy A
T T T T
0 10 20 30 40 miny
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e e e e e e ug
1 25.912 BB 0.0878 12.75169 1.86510 3.42204 4
2 26.345 MM 0.1850 5.75094 5.18180e-1 1.54332
3 29.062 MM 0.1102 10.24398 1.54962 2.74907 £ j
4 29.437 MM 0.1232 106.40282 14.38912 28.55424 7/
5 29.861 BB 0.1004 _ 15.49521  1.85619 4,15829
6 32.645 MF 0.0398 4.73898 1.98483 1.27175
7 32.808 FM 0.1679 69.59206 6.90916 18.67571 [/7?
8 33.238 BB 0.1036 95.31857 11.27979 25.57967 - &
9 33.952 MM 0.1934 9.25716 7.97576e-1 2.48425
10 36.979 MM 0.21459 9.17180 7.11311e-1 2.46134 # =
11 37.585 BB 031377 15.33745 1.35899 4.11595 r'
12 38.181 MM 0.2028 18.57346 1.52646 4.98437 ¥
Totals 372.63410 44.74632
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report #***
Equipamento 2 8/6/2012 5:14:10 PM INGRID Page 1 of 1
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Data File C:\HPCHEM\2\DATA\TGAGO12\03AGO001.D Sample Name: H2

Injection Date : 8/3/2012 11:28:02 AM Seq. Line : 3

Sample Name : H2 Location : Vial 1

Acqg. Operator : INGRID Inj : 1
Inj Volume : 1 pl

Acqg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\DB17-15F.M

Last changed : 8/3/2012 11:25:54 AM by INGRID

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\ECODB17.M

Last changed : 6/1/2012 10:34:20 AM by INGRID

FID1 A, (TGAGO12\03AGO001.D)
pA

225

20

17.5

25

0 10 20 30 40 min

Sorted By s Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: FID1 A,

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# | [min] | [min] [pA*s] [pA] %
25.923 MM 0.1096 16.84312 2.56072 3.59095
26.374 MM 0.1610 5.40465 5.59553e-1 1.15227
3 29.095 MM 0.1300 14.40056 1.84642 3.07019
4 29.503 MM 0.1237 134.29529 18.10075 28.63170
5 29.871 MM 0.1359 20.46533 2.50895 4.36320
6 32.713 MF 0.0429 7.01884 2.72618 1.49641
7 32.842 FM 0.1479 87.47029 9.85731 18.64863
8 33.320 MM 0.1618 119.35397 12.29797 25.44622
9 33,992 MM 0. 1579 11.94261 1.26085 2.54616
10 37.038 MM 0.1743 8.87484 B8.4B632e-1 1.89211
11 37.684 MM 0.2017 19.43614 1.60575 4.14378
12 38.262 BB 0.1361 23.53840 2.07857 5.01838
Totals : 469.04404 56.25167

Results obtained with enhanced integrator!

Equipamen:p 2 8/7/301 1 PM INGRIR Page 9f 1

1



Extrato Etandlico

Data File C:\HPCHEM\2\DATA\TGAGO12\02AG0001.D Sample Name: E1
Injection Date : 8/2/2012 1:32:01 PM Seq. Line : 1
Sample Name : El1 Location : Vial 1
Acqg. Operator : INGRID Inj : 1
Inj Volume : 1 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\DB17-15F.M
Last changed : 8/2/2012 1:29:57 PM by INGRID
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\ECODB17.M
Last changed : 6/1/2012 10:34:20 AM by INGRID
FID1 A, (TGAGO12102AG0001.D)
pA ]
225
20
17.5
15
12,5
10
i ]
i 7.5
w 1
‘ 5_
2.5
o+— —— —
10 20 30 40 min

Sorted By i Signal
Multiplier i 1.0000
Dilution H 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] | [min] [pA*s] | [pA] %
S P P L
1 25.940 MM 0.1034 2.25060 3.62656e-1 1.23628
2 26.366 MM 0.1988 3.84318 3.22162e-1 2.11109
3 29.391 MF 0.0438 14.23617 5.41331 7.82007
4 29.439 FM 0.0595 30.20640 8.45495 16.59267
5 29.465 FM 0.0274 10.14316 6.16847 5.57173
6 29.882 BB 0.0909 10.61822 1.42620 5.83269
7 32.802 MM 0.1286 31.61990 4.09670 17.36911
8 33.252 MM 0.1345 54.08335 6.70302 29.70850
9 33.940 MM 0.2081 7.56933 6.06357e-1 4,15790
10 37.061 MM 0.1461 2.47348 2.82147e-1 1.35870
11 37.661 MM 0.1710 6.24873 6.09023e-1 3.4324°9
12 38.213 MM 0.1749 8.75419 8.34005e-1 4.80876
Totals : 182.04671 35.27901

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report »*x

Equipamento 2 8/7/2012 5:11:30 PM INGRID Page 1 of 1
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Data File C:\HPCHEM\2\DATA\TGAGO12\02AGO002.D

Sample Name: E 2

Injection Date 8/2/2012 2:35:26 PM Seqg. Line 2
Sample Name E 2 Location Vial 2
Acgq. Operator INGRID Inj 1
Inj Volume 1 pl
Acq. Method C:\HPCHEM\2\METHODS\DB17-15F.M
Last changed 8/2/2012 1:29:57 PM by INGRID
Analysis Method C: \HPCHEM\ 2 \METHODS\ECODB17 .M
Last changed : 6/1/2012 10:34:20 AM by INGRID
FID1 A, (TGAGO12\02AG0O002.D)
pA ]
225 Ry
g @ &
s # 8 A
20 & S 5
: (e
175 é o
7 2 >
] $§9 o P
gﬂ fﬁ'«
| &
SV q
&wf & &
. Q° @
CAMEP - ,ﬁ
- j
P VA
ﬁﬁ STV AU
L_’///‘V‘/”/
2.5
0 — — — ‘ ‘ — ——
0 10 20 30 40 miny
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pAa] %
e e e By e e EE
1 25.900 MM 0.1761 5.53421 5.23696e-1 2.37250
2 29.316 MF 0.0236 2.80373 1.97833 1.20195
3 29.372 MF 0.0344 14.06192 6.80588 6.02830
4 29.409 FM 0.0940 58.60654 10.38732 25.12443
5 29.862 MM 0.1211 10.55724 1.45246 4.52586
6 32.720 MF 0.0357 4.25927 1.98603 1.82593
7. 32.792 BM 0.1012 25.02282 4.12025 10.72720
8 33.255 MM 0.1412 74.11506 8.74664 31.77289
9 33.955 MM 0.1611 10.98516 1.13654 4.70930
10 37.032 MM 0.1204 2.34430 3.24575e-1 1.00499
11 37.586 MM 0.1649 9.40864 9.50890e-1 4.03346
12 38.193 BB 0.1531 15.56621 1.23473 6.67318
Totals 233.26511 39.64735
Results obtained with enhanced integrator!

Equipamento 2

*** End of Report **=*

8/7/2012 5:51:31 PM INGRID

19

Page 1 of 1



Extrato cloroformio: metanol

Data File C:\HPCHEM\2\DATA\TGAGO12\02AG0003.D

Sample Name: M1

Injection Date : 8/2/2012 3:38:52 PM Seq. Line 3

Sample Name : M1 Location vial 3

Acq. Operator : INGRID Inj 1
Inj Volume 1 4l

Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\DB17-15F.M

Last changed : 8/2/2012 1:29:57 PM by INGRID

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\ECODB17.M

Last changed : 6/1/2012 10:34:20 AM by INGRID

FIDT A, (TGAGO12102AG0003.D)
PA |

225

20 |

40 min

Sorted By : Signal
Multiplier ] 1.0000
Dilution 2 1.0000

Signal 1: FID1 A,

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# | [min] | [min] [pA*s] [pAl | ¥
N e [ O e e == L
1 25.903 MM 0.1132 13.40641 1.97308 3.89483
2 26.387 MM 0.1902 4.17995 3.66306e-1 1.21436
3 29.092 MM 0.1158 8.65407 1.24579 2.51418
4 29.427 MM 0.1208 101.57539 14.01416 29.50968
5 29.870 MM 0.1385 14.02217 1.68755 4.07372
6 32.677 MF 0.0509 7.22736 2.36481 2.09969
7 32.779 FM 0.1378 64.65657 7.81975 18.78402
8 33.287 MM 0.1514 87.22301 9.60089 25.34003
9 33.925 MM 0.1578 6.96472 7.35433e-1 2.02339
10 37.030 MM 0.1449 4.67824 5.37988e-1 1.35912
11 37.598 BP 0.1322 15.14648 1.36777 4.40035
12 38.206 MM 0.1904 16.47609 1.44220 4.78663

Totals : 344.21044 43.15573

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Equipamento 2 8/7/2012 5:58:42 PM INGRID
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Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\TGAGOlZ\02AGOOO4.D Sample Name: M2
Injection Date : 8/2/2012 4:42:21 PM Seq. Line : 4
Sample Name : M2 Location : Vial 4
Acqg. Operator INGRID Inj : 14

Inj Volume : 1 pl
Acqg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\DB17-15F.M
Last changed 8/2/2012 1:29:57 PM by INGRID
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\ECODB17.M
Last changed : 6/1/2012 10:34:20 AM by INGRID
FID1 A, (TGAGO12\02AGO004.D)
q1 (=]
PA §
@
™~
22.54]
I ™
A | - ’3’/\
20 g 5 3
] & @
© A
17.5 | A,
| 7
15*_ | : |
41
12,5
1| :
104 1
757 | * 4
11 " "\ ’3/
1] A A
5_
2.5
0+— —— ——
0 10 20 30 40 mi
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pa] %
R LT m e Ry FE R P |
1 25.902 BP 0.0832 12.70766 1.84759 4.07243
2 26.366 MM 0.1847 4.26142 3.84535e-1 1.36566
3 29.053 MM 0.1231 7.78228 1.05371 2.49399
4 29.420 VB 0.0796 95.52723 14.73677 30.61366
5 29.846 MM 0.1196 10.81304 1.50721 3.46526
6 32.673 MF 0.0368 3.86929 1.75310 1.2399%
7 32.778 FM 0.1410 54.77510 6.47236 17.55381
8 33.257 MM 0.1483 81.12738 9.11746 25.99893
9 33.909 MM 0.1920 9.38851 8.14909%e-1 3.00874
10 37.026 MM 0.1606 5.02316 5.21354e-1 1.60977
11 37.556 MM 0.2000 11.92941 9.93991e-1 3.82302
12 38.183 BP 0.1381 14.83670 1.28089 4.75473
Totals : 312.04118 40.48388
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report #*=**
Equipamento 2 8/7/2012 6:07:46 PM INGRID Page 1 of 1
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7.2 CROMATOGRAMAS HPSEC

Extracdo Soxhlet

Lah name: SRl Inalruments
Mnabysiz dabe: SRCAZIII 1S D2
Miethod. Syringa injactor
Des=cnphon: IR Watzrs
Evwarila: G0 k2a2-Gahifhoses Lelcahipeac. av)
Irbagraton: Pook sens-35.0 B&ss sans=30.0 Mir eres— 3200 Stardand= 1.000 SaTole= 1.0 Targeniz=af
Cala Mie: 1Nz CHR G

Samale
r,'-g'_:eramr
Evans:
I'mc: Euwvenl
0,0zZa IMTELS IMHIBIT
1d 200 INTEC RUSHFR BARD
189000 INTES IMHIBIT
L Lk — - o
1 |
14 "_
15 — s T S— S L
16 3 7
m e
22 —=l
24 ) '.I - - - i
Arza W Compoozt Araa
B4, 1495 105 141E 4150
20,0470 OC 436,517
15,2025 MG 2AG.-A63
Z0000 AS 0,0a0d
L, Qa0 22117051
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Laz nama: BRI Irstrumanls
Aralysis dake: [SHE2012 50520
Wathed: Gyrings Injeclizn
Degcnpbion: IR Welers
Ewvenls: Clpeak)il-f4bdthzeas Latic@apssc 2
IMtegralion: Pesk sars-95 0 Bess pans—30.0 Mir arca= 33 00 Swandard= 1.000 Sample= 202 Tanganla=cl
Diata fike: IRN2EDG CHF ()
Samphka; stangl 2
Opszreser Lelics

Fuznls:

Tima Evesnat

0,00 INTEZ INHIBIT

11,503 INTEG RUBRER BEaND
JERIICH INTEDG INF BIT

-3 353
12
11-
o oo e m
18 e o
18- o e i, -
0 =
22
24 R
= APy —
Amat  Componen Area
AL ERE TG 932 9800
1E5630 D5 ~B4.459E
53971 MS D1 Akl
TG00 AG 0,000
1020000 SO AT
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Lab rarmz:
ANE !r'E|E dele
Medbar
Lsagcriptian
Euvenls

ZR Instruments

OSBRGS0 2 122641

Syinge Imechion

IR Wahars.

Cloesk3ES-ddkilhpsec Laliciehh pass.evl

Psak sens=15.0 Pase sens=60 1 M naras 3000 Slaacard= 1.000 Ssmpe= 1.000 Targzate=off

IMeqresian
Cala fle: ChpeaksE3-542IbIRRZE26.CHR ()
Sample metenn
Ceeratar: Letlcls
Ewanila:
Iims Evarl
0,00 INTEDG INA BIT
14 G0 INTEC RUDZER BAMD
15 a0 IN1EL IMHHI
-3 5% _ § —
=a| |
R
1]
A e —— 5155
14 L= 1
i T ]
23 =
e
28 =
24- 4
Alga Gorapgnzr Arma
#0,717A T Ao E5E6
01458 DG 2057758
19,1255 MG 23712023
0,000 AS 0.oaoa
00,0200 1475.5042
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Lat 1ars: SR Irsiuments
Analysis dabe; BEAR2012 41 5400
Mt Syringe Injeclicn
Oesorsbon: 17 Wslers
Evealr Grpeak3ac-Gdblthpsac Lelicisnpsec o
Irfearatian Paek sens=ia 0 Base senz-60.0 Min ges=s 30 20 S1sndard= 1.000 Sampes 000 Tangarts=nd
Meata file IRNZEQ! CHR ()
Jample: e
Czerabor. Letlcls

Zwanle:
Time Euernt
Q.000 IMTEL IMHIET

13500 INTE: RUSECR BAND
19,000 IMTEC IMHIR'T

22,353 o B e
12
14 - 5
o I — ']
18 £
e — 1
16 [-' B
M L
- ~=2
24 ;
A b Camparerd I
G0 T 135378342
“8,5ET DG E47 BEDG
42 L K5 147 Bl
00500 &G 0,00
100, G000 JEIZ. AT
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Extracao Butt

Client:
Analysis date:
Method:
Deszcription:
Column:
Carrier:

Data file:
Sample:
Opearator:

Valued Customer
08/06/2012 14:18:42
Syringe Injection

W FERKIN ELMER
RESTEK 15METER MXT-1
HELIUM AT 5 PSI
IRN2853 CHR ()

e
PRISCILA

Temperature program;

nit temp  Hold Ramp Final temp
Zvents:

Time Ewvent

2,000 INTEG INHIBIT

14,140 INTEG RUBEBER BAMND
17.940 INTEG INHIBIT

-2,500
Zomponent/Retention/Area
1) I/
3 i
51 I|
7 |
o
11 [ |\
13
T A A P B 15
G5, 720/735,3184
AG/17,526/1308,7920 17,
19
21 -
23 r
25 f
27
29 -
31
Componeant Area Y Area
TG SB.4T753 287B 322
G 14,9375 7353184
4G 26,5872 1308,7920

25.00

100,0000 4922 6426
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Client;
&nalysis date:
Meathod:
Description:
Column:
Carrier:

Data file:
Sample:
Operator:

Valued Customer
08/06/2012 13:49:08
Syringe Injection

UV PERKIN ELMER
RESTEK 15METER MXT-1
HELIUM AT 5 PSI
IRMNZ2958.CHR ()

M1

PRISCILA

‘emperature program:

attemp  Hold Ramp Final temp
wents:
ime Ewvent

1000 INTEG INHIBIT
4,140 INTEG EUEBER BAND
8,030 INTEG INHIBIT

;omponentBetention/Area

AT

\GI17,4B0/2434 6654 7 s

Component

G
G
e

e Ll a]

=] N L =k

25.00

nnnnn

Area % Area

47,4953 2722 8585
10,0384 5753779
42 4683 2434 6654

1000000 57329018

(o)



Lab narme: SRI Insiruments
\natysis dake: (BMER012 132111
Mathod: Syrings Ingsclion
Deseriplion: UY PERKIM ELMER

Events: Cipeak3i3-B4bithpsec Leficiathpsec.ed
Comganents: hpses.cpt

Integration: Pesk sens=35.0 Base sens=60.0 Min area=

Data fle: IRMZE5T.CHR (}

Sampls: E1

Cperator; PRISCILA

wents:

ime Event

a0 INTEG INHIBIT
4,140 INTEG RUBSER BAND
TA50  INTEG INHIBIT

mmiponents:

*aak Name
TG

! DG

i MG

. Az

-B00,000

L e I L R T

Start  End

14720 15180
15,360 15,683
16439 16,648
16,282 17,358

Sebenlion  Companent Area

14573 TG
15,580 DG
17125 AG

17760258 455747
7519010 194639
13351279 34,5614

3053,0567 100,0000

1.00 Standard= 1.000 Sampie= 1.000 Tangents=aff

(o ]6)

1600,00



Hidrélise Celular em Autoclave

Lab name: LOG
Client: Malued Customer
Analysis date: 04/05/2013 14:4717
Method: CLASSE DE COMPOSTOS
Deszcription: IR WATERS
Column: RESTEK 15METER MXT-1
Carrier: HELIUM AT 5 PS|
Data file: IRN3499 CHR (Cpeakd20-64bity)
Sample: N2R

Temperature program:

Init temp  Hold Ramp Final temp
Events:

Time Event

0,000 INTEG INHIBIT

16,560 INTEG RUBEER BAND
21,200 INTEG INHIBIT

10,000 100,
Component/Retention/raa
1
3
5
T
9|
Retention Area % Component Area
17483 81,0250 TG 1867 5952
18,163 10,0957 DG 2327022
19,806 88793 MG + AG 204 6652
100,0000 23049626
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7.3 CROMATOGRAMA CG-EM

In situ etilica 001

Analyzed by
Analyzed
Sample Type
Level £

Sample Name
Sample D

1S Amount
Sample Amount
Dilution Factor
Vial #

Tnjection Volume
Data File

Org Data File
Method File

Org Method File
Report File
Tuning File
Modified by
Modified

13.383.510

Qualitative Analysis Report

Sample Information
Admin

20132013 1344 11

Unknown

1

crika

UNK-0001

[1=t
1

rikal0 1 ged

solution Data FAME lucy ertka001 qzd
cy'fame - sim.ggm
*GCMSsolution Data FAME lucy FAME MS.qzm

1
C
1
«

CAGOMSsolution System Tunel' 221112 Juan gat
Admin
28/5/2014 08:42:10

23 468

2/Hexadecanoic acid. ethyl ester

7 Ethv] 08068

vic acid. ethyl ester

BTR26d

34wl 9-hexadecenoate
ga906leic acid ethyl ester

mudec;mpic acid. ethyl ester
Hitrel 9-hexadecenoate

4 18M#rhdecanoic acid, ethy] ester

1/9

90

TIC

1"



T
4]
QTJ
#*

O~ hwWwN =

R.Time
18.811
23.468
24.014
25.568
26.056
27.626
28.068
28.906

Qualitative Analysis Report

Area
779542
54865991
5463722
725040
660499
20360851
70714145
6753624
160323414

Peak Report TIC

Area%
0.49
34.22
3.41
0.45
0.41
12.70
44.11
4.21
100.00

9/9

A
2.93
4.70
3.16
3.25
3.22
3.56
5.37
3.04

Name

Tetradecanoic acid, ethyl ester
Hexadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl 9-hexadecenoate
Heptadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl 9-hexadecenoate
Octadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl Oleate

Linoleic acid ethyl ester
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Analyzed by
Analyzed
Sample Type
Level #

Sample Name
Sample ID

15 Amount
Sample Amount
Dilution Factor
Vial #

Injection Volume

Qualitative Analysis Report

Sample Information
Admin
20/3/2013 16:32:59
Unknown
1
erika
UNK-0002
[1}=1
1

1.00

Data File I ey erika002 qgd
Org Data File CAGCMSsolution Data FAME lucy erika002 qgd
Method File CAGCMSsolution Data FAME lucy FAME MS qzm
Org Method File et [Ssolution Data FAME lucy FAME MS qzm
Report File
Tuning File CIGCMSsolution' System' Tunel 221112 Juan.qgt
Modified by Admmn
Modified 28/5/2014 08 47:06
TIC
13.367.367 5 &
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=
&
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3
3 5
= =
k=
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s % || 2
= 3 E2 g
B < 25
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g 4 by
a2 - 52
3 ey
3 5
H 8
E e J| ' I PONERIESRRRY | Frg
N Ly -
T T T T Tl T
10.0 20.0 40.0
min
179
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T
@

g)r
+*

WD WN =

R.Time
18.811
23.467
24.013
25.568
26.052
27.623
28.066
28.904

Area
742748
53283980
5535431
647001
559707
19973922
68451300
6780633
156974720

Qualitative Analysis Report

Area%
0.47
33.94
3.53
0.41
0.36
12:72
44.24
4.32
100.00

Peak Report TIC
Height Height%

251804
11537744
1693087
209232
188046
5320654
13244810
2149954
34595331

9/9

0.73
33.35
4.89
0.60
0.54
15.38
38.28
6.21
100.00

AH
295
4.62
3.27
3.09
2.98
3.75
5.24
3.15

Name

Tetradecanoic acid, ethyl ester
Hexadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl 9-hexadecenoate
Heptadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl 9-hexadecenoate
Qctadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl Oleate

Linoleic acid ethyl ester



Oleo extraido por Bligh Dyer

Analyzed by
Analyzed
Sample Type
Level #

Sample Name
Sample ID

IS Amount
Sample Amount
Dilution Factor
Vial #

Injection Volume
Data File

Org Data File
Method File
Org Method File
Report File
Tuning File
Modified by
Modified

2.425.010

Admin
2013/2013 17:21:36
Unknown

erika
UNE-0003
(=1

1.00
1 ucy enka003 qad

Qualitative Analysis Report

Sample Information

MSsolution' Data FAME! lucy'erika003 qgd
MSsolution Data FAME lucy FAME MS. qgm
C1GCMSsolution Data FAME lucy FAME MS ggm

CIGCMSsolution System Tunel'221112 Juan.qgt
Admin
28/5/2014 08:52:21

23.407
2/Hexadecanoic acid. ethv] ester

1 ester
ITidsdecanoic acid. ethyl ester

acid. ethyl ester

hexadecenoate

2
3
2

2
g
a
o

2
2

=

94

TIC




Peakd#

N WON =

R.Time
18.810
23.407
24.003
25570
27.596
27.995
28.897

Area
49862
5804917
376458
47124
1895597
7407533
319013
15900504

Qualitative Analysis Report

Area%
0.31
36.51
2.37
0.30
11.92
46.59
2.01
100.00

Peak Report TIC
Height Height%
0.35

17561
1783441
115697
16379
609507
2335465
107087
4985137

9/9

3578
2.32
0.33

12.23

46.85
215

100.00
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AH
2.84
3.25
3.25
2.88
3.1
3.17
2.98

Name

Tetradecanoic acid, ethyl ester
Hexadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl 9-hexadecenoate
Heptadecanoic acid, ethyl ester
QOctadecanoic acid, ethyl ester
Ethyl Oleate
9,12-Octadecadienoic acid, ethyl e



Analyzed by
Analyzed
Sample Type
Level #

Sample Name
Sample [y

IS Amount
Sample Amount
Dilution Factor
Vial #

Injection Volume

Qualitative Analysis Report

Sample Information
Admin
2003/2013 18:10:24
Unknown
I

erika

I
Data File 1 lueyerika004 qad
‘Org DataFile CGCMSsolution Data FAME lucy'erika004 qad
Method File CGCMSsolution Data FAME Jucy FAME MS. qzm
Org Method File CIGCMSsolution Data FAME luey FAME MS qgm
Report File
Tuning File CIGCMSsolution' System ' Tunel'221112 Juan ggt
Modified by Admin
Modified 28/5/2014 08:56:23
TIC
7.658.302

6/Ethyl 08AIE

23,428

2/Hexadecanoic acid. ethyl ester

3Tmfiddecanoic acid. ethyl ester

AhigRadecanoic acid. ethyl ester

3451 9-hexadecenoate

288650 eic acid ethyl ester

8 iRptadecanoic acid. ethyl ester

“f=1 88t decanoic acid, ethyl ester

1/10

96

30.0

min



)
o
o
Ey

WO WN =

R.Time
18.810
23.428
24.005
25.568
27.604
28.018
28.897
31.261

Area
220342
21975076
1679759
186453
7817988
27035092
1678805
584554
61178069

Qualitative Analysis Report

Peak Report TIC

Area% Height Height%
0.36 78122 0.45
35.92 6135428 35.00
275 528719 3.02
0.30 64457 0.37
12.78 2411965 13.76
4419 7555414 43.10
2.74 552604 3.15
0.96 203172 1.16

100.00 17529881  100.00

10/10

97

AH
282
3.58
3.18
2.89
3.24
358
3.04
2.88

Name

Tetradecanoic acid, ethyl es
Hexadecanoic acid, ethyl es’
Ethyl 9-hexadecenoate
Heptadecanoic acid, ethyl e:
Octadecanoic acid, ethyl est
Ethyl Oleate

Linoleic acid ethyl ester
Heptadecanoic acid, ethyl e:



7.4 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Figura 14.H4, Hy, Hs. Hs e Hs transesterificagé@o in situ variando
temperatura (70-80 °C) e H>SO4 (1 -2%); P2: Padrao acido oleico;
P,: Padrao de metil heptadecanoato
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Figura 15. 5A E 2A: Amostra extraida por Bligh Dyer (2% H>SO4 @ 70
¢ C); In situ 1,2e 3 transesterificagdo in situ 70°C com 100% H2SO4
P.: Padrao acido oleico; P4: Padrao de metil heptadecanoato.
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