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Resumo. O uso da biomassa de microalgas na producdo de
biocombustiveis e extragdo de compostos bioativos é uma area de Recebido
pesquisa que tem recebido muita atencdo nos ultimos anos. 26/12/2019
Objetivou-se com esse estudo realizar a extracdo do o6leo e
producdo de biodiesel via saponificagdo direta a partir da
microalga Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson, 1835
(Chlorophyta: Scenedesmaceae) e posterior identificacdo dos

Aceito
20/08/2020

Disponivel on line

compostos bioativos presentes na fracdo insaponificavel do 27/08/2020
processo. O cultivo de S. quadricauda foi realizado num raceway

(13.000L) wusando extrato de biocomposto hortifrutis Publicado
enriquecido com nitrato e fosfato como meio de cultura. Foram 31/08/2020

utilizados dois métodos para extracao dos ésteres metilicos de
acidos graxos (saponificacdo e transesterificacdo). Os acidos
graxos foram extraidos utilizando hexano. O material proveniente Acesso aberto
da esterificacdo dos acidos graxos obtidos via saponificacdo e
hidroélise foi submetido a etapas de lavagem com agua destilada
para remoc¢do de resquicios de solvente e catalisador. A amostra
resultante foi rotaevaporada e o biodiesel obtido. Andlises foram
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realizadas na fra¢do insaponificavel identificando a presenca de
compostos bioativos (carotenoides) em grande quantidade
(4.050 pg/g) como rota biotecnoldgica de aproveitamento de
biomassa residual do processo de extracdo e producdo do
biodiesel. A fracdo insaponificavel obtida no presente estudo
apresentou alto indice de antioxidantes sendo eficiente na
constituicio de aditivos em biodiesel na adicdo de 1,25%
ampliando a capacidade oxidativa do biocombustivel. O biodiesel
obtido via saponificacio ndo apresenta viabilidade para sua
utilizacdo puro em motores devido a sua alta viscosidade e indice
de oxidagdo pouco estabilizado, no entanto, apresenta viabilidade
para sua insercdo em blendas de biocombustivel.
Palavras-chave: Fonte
Microalgas.

renovavel; Bioenergia; Biomassa;

Abstract. Bioactive compounds and biodiesel production via
direct saponification of microalga Scenedesmus quadricauda
(Turpin) Brébisson, 1835 (Chlorophyta: Scenedesmaceae). The
use of microalgae biomass in the production of biofuels and
extraction of bioactive compounds is an area of research that has
received much attention in recent years. The objective this study
was to perform oil extraction and biodiesel production via direct
saponification from microalgae Scenedesmus quadricauda
(Turpin) Brébisson, 1835 (Chlorophyta: Scenedesmaceae) and
later identification of bioactive compounds present in the
unsaponifiable fraction of the process. The cultivation of
S. quadricauda was carried out in a raceway (13,000 L) using
extract of horticultural biocomposite enriched with nitrate and
phosphate as culture medium. Two methods were used to extract
the fatty acid methyl esters (saponification and
transesterification). Fatty acids were extracted using hexane. The
material from the esterification of fatty acids obtained via
saponification and hydrolysis was subjected to washing steps
with distilled water to remove traces of solvent and catalyst. The
resulting sample was rotated and the biodiesel obtained. Analyzes
were carried out on the unsaponifiable fraction identifying the
presence of bioactive compounds (carotenoids) in large
quantities (4.050 pg/g) as a biotechnological route for the use of
residual biomass from the biodiesel extraction and production
process. The unsaponifiable fraction obtained in the present
study showed a high index of antioxidants, being efficient in the
constitution of additives in biodiesel in the addition of 1.25%,
increasing the oxidative capacity of the biofuel. The biodiesel
obtained via saponification is not viable for its pure use in engines
due to its high viscosity and poorly stabilized oxidation index,
however, it is viable for its insertion in biofuel blends.

Keywords: Renewable source; Bioenergy; Biomass; Microalgae.
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Introducao

A espécie Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson, 1835 (Chlorophyta:
Scenedesmaceae) possui caracteristicas desejaveis dentre as microalgas cultivaveis,
incluindo ampla faixa de crescimento e alta produgdo de lipidios de em diferentes formas
de cultivo em comparag¢ao com outras microalgas (Sulochana e Arumugam, 2016). Apesar
de ser uma das menos exploradas, a espécie S. quadricauda mostrou ser a mais eficiente
para a producdo de biomassa e lipidios sob condi¢des de crescimento autotréfico e
mixotr6fico quando comparada a outras espécies de Scenedesmus (S.obliquus,
S. dimorphus, S. abundans) (Chitralekha et al., 2018).

Microalgas sdo microrganismos autotréficos que utilizam energia luminosa e
nutrientes inorganicos (diéxido de carbono, nitrogénio, fésforo, etc.) para desenvolver e
sintetizar biocompostos que possuem alto valor agregado e fung¢des terapéuticas, como
lipidios, proteinas, carboidratos, pigmentos e polimeros. Estudos recentes relataram que
as microalgas podem produzir diferentes compostos quimicos com diferentes atividades
biolégicas, como carotenoides, ficobilinas, acidos graxos poliinsaturados, proteinas,
polissacarideos, vitaminas e esterdis, entre outros produtos quimicos (Markou e
Nerantzis, 2013).

As microalgas sdao uma fonte natural de compostos biologicamente ativos
altamente interessantes. Esses compostos tém recebido muita atencdo de pesquisadores e
empresas nos ultimos anos devido as suas possiveis aplicacoes em diferentes campos.
Essas aplicacdes vdo desde a producdao de biomassa para alimentos e racdes até a
producdo de compostos bioativos para as industrias médica e farmacéutica (Harun, 2010).

Apenas um pequeno nuimero dentre as milhares de espécies de microalgas que se
acredita existirem, é retido em cole¢des em todo o mundo, e estima-se que apenas algumas
centenas sejam investigadas para compostos presentes em sua biomassa. Destes, apenas
algumas sdo industrialmente cultivadas (Harun, 2010). Toda essa diversidade ainda nao
explorada resulta em aplicacdes potenciais para esses microrganismos em varios campos
biotecnoldgicos, como a producdo de biocompostos usados em alimentos, medicamentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos e no setor de energia (Kolympiris, 2014).

Considerando a enorme biodiversidade de microalgas e desenvolvimentos
recentes em engenharia genética, este grupo de microrganismos é uma das fontes mais
promissoras para novos produtos e aplicacdes (Ibanez, 2013), entre estes, o biodiesel.

A producdo de biocombustivel de microalgas tem varias vantagens, como a
utilizacdo de matérias-primas nao alimentares, utilizacdo de terras ndo araveis para o seu
cultivo e pode potencialmente utilizar uma grande variedade de recursos hidricos,
incluindo aguas residuais e 4gua do mar (Rawat et al., 2013). No entanto, perpassa um
grande obstaculo para este processo que é alcancar a quantidade desejada de biomassa e
conteudo lipidico simultaneamente. A maioria dos estudos realizados visando produzir
mais lipidios tém cultivado microalgas em condi¢des de estresse, incluindo a deprivacdo
de nutrientes, porém nessas condi¢cdes usualmente ha reducdo da taxa de crescimento,
afetando, consequentemente, a produtividade de biomassa.

A identificacdo de cepas superprodutivas é uma solug¢do potencial que,
concomitantemente com abordagens de engenharia metabdlica direcionadas, pode ser
aplicada para aumentar a quantidade de acidos graxos desejaveis para melhorar a
qualidade do biodiesel, superando assim a ineficiéncia biolégica da espécie cultivada
(Carreres et al., 2017). No entanto, o desenvolvimento de estirpes recombinantes que
aumentam a producdo de biocombustivel é escasso, devido a falta de conhecimento
adequado do seu genoma e as limitadas ferramentas de manipulagcdo molecular (Vieler et
al,, 2012).

Neste contexto, objetivou-se, com esse estudo, analisar a composicdo das fracdes
saponificaveis e insaponificiveis da microalga Scenedesmus quadricauda, obtidas apés o
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processo de saponificacdo, e identificar os compostos bioativos presentes com possiveis
aplicabilidades para processamentos biotecnoldgicos.

Metodologia

Obtencao da biomassa

A espécie Scenedesmus quadricauda (cepa D125WC), foi selecionada para
realizacdo deste estudo o qual foi desenvolvido no Laboratério de Ambientes Recifais e
Biotecnologia com Microalgas, Campus | (LARBIM/UFPB) e no Nucleo de Pesquisa e
Processamento de Alimentos CT/CTDR/UFPB. A espécie cultivada (Scenedesmus
quadricauda) foi selecionada com base em estudos prévios, por apresentar perfil dentro
dos parametros adequados para producdo de biodiesel, melhor produtividade e por sua
capacidade de decantar quando na fase estacionaria, facilitando dessa forma a colheita de
sua biomassa. O cultivo foi realizado em tanque aberto (raceway) com capacidade de
13.000 L de agua. Utilizou-se um extrato de biocomposto hortifrutis (BH) preparado a
partir da compostagem de restos de legumes e verduras descartados durante a
comercializacdo pela Empresa Paraibana de Abastecimento e Servicos Agricolas
(EMPASA), localizada no municipio de Jodo Pessoa, para cultivo da espécie. A preparagao
deste meio deu-se de acordo com o procedimento descrito por Erd-Schreiber modificado
(Gross, 1937), onde a 1 kg do biocomposto foi adicionado 1 L de 4gua de poco, seguido de
aquecimento por 30 min, com posterior filtracdo, sendo os extratos mantidos sob
refrigeracdo (2-8 2C) até sua utilizacdo. Para a preparacdo deste meio realizou-se a adi¢do
em agua de poco do extrato na concentracdo de 10 mL.L-! e de solug¢des de nitrato e fosfato
nas propor¢des de 1 mL.L-1, seguido do ajuste do pH para neutralidade (Gross, 1937). O
desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado através de medidas da fluorescéncia in
vivo usando um fluorimetro Turner Design 10005R para a determinacdo da curva de
crescimento. A colheita foi realizada na fase estaciondria e a biomassa colhida foi seca em
estufa de circulacao forcada a 45 °C, posteriormente pesada e armazenada para analises.

Andlise da microalga Scenedesmus quadricauda seca e suas diferentes
fracoes e produtos

A metodologia utilizada para andlise de algas secas e suas diferentes fracdes e
produtos foi adaptada de Viegas et al. (2015) (Figura 1).

A biomassa seca da microalga (250 g) inicialmente foi submetida a um processo de
saponificacdo, onde foi utilizado 800 mL de uma solucdo etandlica de KOH a 5%. A
saponificacdo foi realizada a 70 °C, sob agitacdo, durante 1 h. Em seguida, o material foi
filtrado a vacuo para separacdo da biomassa sélida, com a disposicdo da fracdo liquida em
um funil de decantagdo. 200 mL de uma mistura hexano: 4gua, na proporg¢io 70:30 (v/v),
foi adicionada a fracdo liquida, com posterior agitacdo. A mistura foi mantida em repouso
até uma completa separacdo das fases, na qual foram obtidas uma fragao apolar - fase
superior - rica em material insaponificavel e uma fragdo polar - inferior - composta de
material saponificavel (acidos graxos). O processo de extracdo das fragdes a partir da
lavagem com a mistura hexano:agua foi repetido quatro vezes.

A fragdo apolar foi lavada sucessivamente com agua destilada até obtencdo de pH
neutro. O solvente foi removido da amostra por rotaevapora¢do a 35 °C e o extrato
insaponificavel obtido foi acondicionado sob abrigo da luz.

A fracdo polar foi submetida a um processo de hidrélise com adicio de uma
quantidade molar estequiométrica de H,SO4 até uma faixa de pH entre 1 e 2. A hidrélise foi
realizada sob agitagdo magnética a 80 °C, durante 60 min. Em seguida, a amostra foi
transferida para um funil de separacdo e os acidos graxos foram obtidos através de
sucessivas extracdes com hexano (4x100 mL). O hexano foi recuperado em
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rotaevaporador e os Aacidos graxos obtidos foram pesados gravimetricamente e
submetidos ao processo de transesterificacao.

Biomassa
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Saponificagdo
0C, 1 h
oy 1
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Figura 1. Fluxograma das etapas do processo produtivo do biodiesel.

A transesterificacdo tanto dos acidos graxos provenientes da fracdo polar quanto
do residuo sélido (Produto 1), separado apés o processo de saponificacdo, foi realizado
por meio de catdlise acida com a utilizacdo de H2SOs a 5% em metanol na proporc¢ao
biomassa/acidos graxos: metanol - 1:15 (m/v). A transesterificagdo foi conduzida sob
agitacdo por 6 h com aquecimento controlado a 60 °C.

O produto obtido da transesterificagdo direta da biomassa foi submetido a
sucessivas lavagens com hexano: dgua para separacdo da fracdo contendo os ésteres de
acidos graxos. Seguidamente o biodiesel foi obtido através da remoc¢do do solvente, da fase
apolar, em rotaevaporador a 40 °C.

O material proveniente da transesterificacdo dos acidos graxos obtidos via
saponificacdo e hidroélise foi submetido a etapas de lavagem com agua destilada para
remocdo de resquicios de solvente e catalisador. A amostra resultante foi rotaevaporada e
o biodiesel obtido.
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Caracterizagao do 6leo de microalgas (fracdo saponificavel)
Indice de acidez. A determinacdo do indice de acidez foi realizada como sugere o
método NBR 11115 (AOCS, 2009).

Perfil de Aacidos graxos. Realizou-se uma esterificacdo metilica seguindo
metodologia descrita por Hartman e Lago (1973) para a determinacao do perfil de acidos
graxos da biomassa, e a quantificagdo foi obtida por curva de calibracdo com padroes de
ésteres metilicos, utilizando um GCMS-QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipado com
uma coluna Durabond (DB-23 30 m x 0,25 mm x 74 0,25 pm). A temperatura do injetor e
do detector foram fixados em 230 °C e temperatura da coluna em 90 °C. O gradiente de
eluicdao na coluna foi de 90 a 150 °C (10 °C/min), 150 a 200 °C (5 °C/min), 200 a 230 °C
(3 °C/min) em um tempo total de corrida de 34 min, utilizando como gas de arraste o hélio
na vazdo de 1 mL/min.

Anadlise de infravermelho. Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho
foram obtidos em Espectrofotometro marca Shimadzu, modelo IR Prestige, utilizando o
suporte de amostra: ATR de mono reflexdo com cristal de ZnSe na faixa de 4.000-650 cm-1.

Termogravimetria. As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas em
Analisador Térmico Shimadzu, massa de 10 mg, cadinho de alumina, razdo de
aquecimento de 10 °C/min., em atmosfera de nitrogénio, fluxo de 50 mL de temperatura
ambiente até 700 °C.

Viscosidade. A viscosidade cinematica do biodiesel obtido foi realizada pelo
método ABNT NBR 10441 (ABNT, 2014), utilizando um viscosimetro cinematico manual
(modelo ME18V da Julabo). Durante o procedimento realiza-se a medicio do tempo
requerido para que o volume de 10 mL do biodiesel escoe sob gravidade, através do tubo
viscosimetro.

0 tubo de especificacdo W0927 permanece imerso durante a determinagdo em um
banho viscosimetro a 40°C. A partir da constante k do tubo e do tempo medido
experimentalmente, a viscosidade cinematica pode entdo ser calculada utilizando a
equacao 1:

v=k+t

Onde: v = viscosidade cinematica (mm2s1); k = constante de capilaridade do
viscosimetro (0,007931 mmz2/s2); t = tempo (s).

Avaliagdo da estabilidade oxidativa do biodiesel

Rancimat. Os ensaios da estabilidade oxidativa foram realizados em triplicata
utilizando o equipamento Rancimat da marca Metrohm modelo 743 (Metrohm, Herisau,
Suica). Segundo metodologia EN14112 (2003) é um teste acelerado e expressa o resultado
em periodo de inducao (PI), definido como o intervalo de tempo correspondente ao ponto
de inflexdo da curva de condutividade versus tempo. Determinou-se a analise a 110 °C e
10 L de ar/h, utilizando 3 g de amostra em cada tubo de reacao.

Calorimetria Exploratoéria diferencial (DSC). As curvas DSC foram obtidas
através de um calorimetro diferencial de varredura acoplado a uma célula de pressao -
DSC-60 Phoenix NETZSCH sob atmosferas dindmicas de nitrogénio, pressdo atmosférica,
temperatura de 50 °C a 550 °C com uma razdo de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de gas
de 50 mL/min. O cadinho utilizado foi de alumina.
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Caracterizacao da fracao insaponificavel

Determinacdo da atividade antioxidante pelo poder redutor do ferro (FRAP).
A capacidade antioxidante dos extratos de microalgas foi realizada em triplicata e ao
abrigo da luz, seguindo a metodologia de Rufino et al. (2006). O ensaio do FRAP ou poder
antioxidante em reduzir o ferro é baseado na capacidade de um antioxidante reduzir o
Fe?+ para Fe?*. A solucdo do reagente FRAP foi preparada com 25 mL de tampio acetato
0,3 M, uma aliquota de 2,5 mL da solugdo TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) a 10 mM e
2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Adicionou-se 90 uL de cada extrato em
tubos, 270 pL de &gua destilada, seguido de 2,7 mL do reagente FRAP. Apds
homogeneizacdo, os tubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C. Calibrou-se o
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, modelo Evolution 60S) com o
reagente FRAP e as leituras da absorbancia realizadas apds 30 min da mistura, a 595 nm. A
curva padrao foi preparada utilizando Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
acido carboxilico) (500 a 2.000 pM.L") nas mesmas condi¢des das amostras. A partir da
equacdo da reta do grafico concentracio (mg.L-') versus absorbincia (nm), pode-se
calcular a capacidade antioxidante total. Os resultados da capacidade antioxidante foram
expressos em uM Trolox.g-* extrato (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox).

Atividade sequestradora do radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl - DPPH).
A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos antioxidantes
presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH de acordo com a
metodologia descrita por Brand-Willams et al. (1995). A partir de triagem preliminar,
aliquotas de 90 pL dos extratos foram misturadas com 210 pL de etanol e 2.700 uL da
solucao de DPPH, em triplicata. As leituras foram realizadas apds 30 minutos a 517 nm, em
espectrofotometro UV-vis (Thermo Fisher Scientific, modelo Evolution 60S). Uma curva
padrio foi preparada utilizando Trolox em concentrac¢des de 0,5 a 5 ug.mL-. Os resultados
da capacidade antioxidante foram expressos em pM Trolox.g? extrato (capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox).

Determina¢ido dos compostos fendlicos. Os fendlicos extraiveis totais das
microalgas foram determinados de acordo com o método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau (Slinkard e Singleton, 1977). Preparou-se a mistura de 60 pL do reagente de
Folin-Ciocalteau, apés 1 min de agitacao seguindo-se com a 2.520 pL de dgua destilada e
180 pL de carbonato de sddio a 15%. Essa mistura foi agitada e mantida no escuro por 2 h.
A absorbancia foi medida em espectrofotometro UV-vis (Thermo Fisher Scientific, modelo
Evolution 60S) a 760 nm, juntamente com o controle que continha somente agua e os
reagentes. A concentracdo de compostos fenoélicos foi estimada usando curva de calibracao
de &cido galico (2-200 mg.mL1), sendo os resultados expressos como média *
desvio-padrdo de mg equivalente de acido galico (GAE) em cada grama de extrato.

Identificacido de pigmentos. Para a anadlise de pigmentos utilizou-se um
espectrofotometro (Thermo Spectronic - GENESYS 10uv) a 450 nm. Utilizou-se amostras
da fracdo saponificavel (0,3309 g) e insaponificavel (0,3146 g) diluido em 3 mL de
cloroférmio P.A, os quais foram totalmente transferidos para uma cubeta de vidro para
entdo serem lidos no espectrofotometro. A absorbancia obtida foi convertida em
concentracdo de carotenoides totais por meio da relacao de Beer-Lambert, a qual esta
descrita na Equacdo a seguir (Kanzy et al,, 2015; Cheng e Yang, 2016):

[Carotenoides]totais = A.V. 104
a.m
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Onde:

[Carotenoides]wwis: Concentracdo de Carotenoides totais em pg/g de células;
A: absorbancia a 450 nm;

V: volume de solvente no qual a amostra foi diluida (3 mL);

a: absortividade molar da espécie quimica (carotenoides em geral, 2592);
m: massa da amostra da qual os compostos foram extraidos (g).

Cromatografia de Camada Delgada (CCD). As andlises cromatograficas foram
realizadas em temperatura ambiente de 20 °C + 22 °C executada sobre placa de acrilico,
revestida com uma fina camada de material adsorvente, silica-gel; na placa, com o auxilio
de capilares, foram aplicadas amostras de licopeno e betacaroteno. Nas camaras de elicdo
utilizadas foi adicionado um papel de filtro, e solventes diferentes, sendo eles
hexano/acetato de etila (1:1).

As placas foram entdo colocadas nas camaras de eluicdo, durante 5 minutos para
que houvesse uma boa adsor¢do. Em seguida as placas foram conduzidas a capela, para
que se desse a evaporacdo dos solventes para poderem ir entdo para as camaras de
revelacdo, por cerca de 5 a 8 min, onde continham cristais de iodo. Os diferentes
componentes percorreram a placa de CCD de maneira diferentes, sendo possivel a
separacdo dos componentes e analise da distancia percorrida.

Analise estatistica
Todos os dados obtidos para cada andlise efetuada foram submetidos a
tratamento estatistico utilizando o programa Sisvar para média e desvio padrao.

Resultados e discussao

Rendimento em biomassa, perfil de ésteres e atividade antioxidante

A espécie Scenedesmus quadricauda apresentou taxa de crescimento muito rapida
no meio de cultura alternativo utilizado (biocomposto hortifruti), alcancando a fase
estacionaria em apenas 10 dias. O rendimento da biomassa cultivada foi de 0,392 g.L-1.

A andlise da composicdo em Aacidos graxos da biomassa de Scenedesmus
quadricauda (Tabela 1) apresentou em sua composicdo 51,26% de acidos graxos
saturados, 27,08% monoinsaturados e 21,66% poliinsaturados. Sulochana e Arumugam
(2016) relataram 66,59% de acidos graxos saturados, 28,62% monoinsaturados e 4,78%
poliinsaturados também em Scenedesmus quadricauda.

Os acidos graxos com maiores expressdoes foram palmitico (39,12%), oleico
(15,85%) e o a-linolénico (11,77%). Bermudez-Sierra (2018) em seu trabalho sobre
extracao de lipideos com diferentes solventes organicos, encontrou uma maior frequéncia
no perfil de acidos graxos de todos os tratamentos submetidos a Scenedesmus sp. para o
acido acido oleico (C18:1n9c) e 4cido linoleico (C18:2n6c¢).

O biodiesel obtido pela rota da saponificacdo direta da biomassa microalgal
apresentou indice de insaturacdo um pouco mais elevado. O que demonstra a ineficiéncia
do processo para obtencdo de um biodiesel de qualidade, porém, bastante eficiente no
tocante a extracdo de compostos bioativos, como carotenoides que sdo de grande
importincia para industria alimentar e farmacéutica. Viegas et al. (2015) avaliaram a
eficiéncia da extracdo de carotenoides via saponificacdo direta e concluiram que o
processo torna-se efetivo com o uso da solucdo etanélica KOH a 5% e a 10% devido a
eficiéncia do etanol em separar os carotenos, que sio muito hidrofébicos e ndo contém
grupos hidroxila. Dessa forma, os resultados sdo promissores mostrando que, usando o
biocompativel etanol/KOH no pré-tratamento da microalga seguido da extracdo com
hexano, o rendimento de carotenoides ndo diminuiu em comparagdo com a extracdo com
outros métodos citados na literatura.
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Tabela 1. Composicdo em acidos graxos do biodiesel obtido por saponificagio da microalga
Scenedesmus quadricauda.

Acidos graxos (%) Biodiesel
C12:0 acido laurico 0
C13:0 acido tridecilico 0
C14:0 Acido miristico 0,64
C14:1 acido miristoleico 0
C15:0 acido pentadecilico 0,95
C16:0 4cido palmitico 24,12
C16:1 4cido palmitoleico 3,42
C17:1 4cido Heptadecendico 0,33
C18:0 4cido estearico 4,03
C18:1n9t Acido elaidico 3,17
C18:1n9c acido oléico 20,40
C18:2n6c¢ acido linoleico 34,35
C18:3n6 acido y- linoléico 0,0
C18:3n3 4cido a-linolénico 6,11
C20:0 acido araquidico 0,28
C20:5n3c acido 0,00
C22:0 acido behénico 0,00
AGS 30,78
AGMI 27,32
AGPI 40,46

Saponificacao direta da biomassa microalgal

A saponificacdo direta da biomassa microalgal foi realizada com a presenca do
agente alcalino KOH. O processo de extracdo de saponificacdo direta (Fig. 1) foi realizado
em uma solugdo etanoélica KOH a 5%, uma vez que ambas as fragdes, saponificaveis (acidos
graxos) e insaponificaveis ja foram eficientemente extraidos sob essas condi¢des. Como
resultado do processo, foram obtidos quatro produtos diferentes.

A fracdo obtida do produto 1 foi de 85,2%, enquanto as fra¢oes do produto 2, ricas
em carotenoides, e produto 3 contendo A&cidos graxos foram de 3,2% e 6%,
respectivamente, totalizando 94,4% em peso. Este valor indica que 6,4% em peso de
biomassa compoe a fracdo polar contendo proteinas e outros compostos como produto 4.

Varias andlises foram realizadas com o produto 1 tratado com a solucdo etandlica
KOH a 5%. O resultado mostrando que a massa do produto 1 era de 84%-85% em peso da
biomassa inicial, é bastante relevante, indicando assim que a concentracao de alcali exibia
apenas um efeito menor na massa do produto 1. Cerca de 50% das proteinas acabaram no
produto 4, quando a concentrac¢do alcalina era de 1%. Ap0s a saponificacdo, a maioria dos
elementos membranosos, incluindo tilacoides e amido sdo perdidos, a parede celular
perde sua rigidez original, facilitando a extracdo dos lipidios e demais componentes
presentes no interior das células.

A fracdo de massa do produto 2, compostos insaponificaveis, tratado com a solucdo
etanodlica KOH a 5% foi de 3,2% do peso da biomassa microalgal (250 g). Ao final do
processo, foi obtido 15 g (19,1 mL) de biodiesel extraido de 250 g de biomassa.

Caracterizacio do 6leo da microalga scenedesmus quadricauda

A viscosidade cinematica do 6leo é pardmetro de referéncia que ajuda na
determinacdo do tempo de reacdo de transesterificacdo, sendo que uma viscosidade
elevada aumenta o tempo da sintese.
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O biodiesel obtido pelo processo de saponificacdo seguido de transesterificacao
apresentou valores de viscosidade acima da norma estabelecida pela ANP (Brasil, 2007)
que é de 3,0-6,0 (Cst), mesmo submetido a reacdo de transesterificacdo do dleo, que tem
como caracteristica principal diminuir este parametro. Tal valor (16,4) é influenciado
pelas propriedades do acido oléico (C18:1), acido graxo presente em grande quantidade
no 6leo oriundo de S. quadricauda (Tabela 1) que promove as interagdes intermoleculares
como Forcas Van der Walls que devido a molécula possuir uma grande massa molecular se
acentuam expressivamente, ocasionando o aumento do tempo de escoamento do
biodiesel. Devido a isso os valores encontrados para a viscosidade do biodiesel, por ser
alto impde cuidados e restricées ao uso direto do biodiesel obtido por esta rota, podendo
ser usado em misturas nos motores ciclo-diesel.

O espectro de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) do biodiesel
obtido de Scenedesmus quadricauda por saponificacdo direta, foi obtido no intervalo de
4.500 a 500 cm. Essa técnica qualitativa permite saber quais sdo os grupos organicos
mais importantes referentes aos componentes do biodiesel analisado.
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Figura 2. Espectro de Infravermelho do biodiesel obtido via saponificacdo direta da microalga
Scenedesmus quadricauda.

O FTIR (Figura 2) apresentou absorgdo forte em 1.745 cm-1referente a deformacgao
axial do grupo éster (C = 0), a presenca dessa banda caracteristica da carbonila é bastante
util para diferenciar o 6leo diesel do biodiesel. Duas absor¢des médias referentes a
deformacao axial do grupo C-O de éster (1.165 cm! e 1.240 cm'!) também foram
observados.

Os grupos metilénicos (CH2)n da cadeia carbonica dos ésteres foram confirmados
pelas bandas nas regides de 3000 cm-! e 723 cm1, referentes aos movimentos vibracionais
de deformacdes axiais, e de deformacgdes angulares das ligacdes C-H respectivamente
(Silverstein e Webster, 2007).
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Analises da fracdo insaponificavel

Para andlise antioxidante presentes na fragdo insaponificavel, utilizou-se os testes
de compostos fenolicos totais, DPPH, FRAP.

Os resultados apresentados possuiam a atividade de eliminacdo de DPPH em
76,74%. Outros estudos relatados por Choochote et al. (2013) demonstraram atividade de
eliminacdo de 68,18%, 58,98% e 54,89% do radical DPPH, no extrato etandlico para as
espécies Chlorella sp. E53, Chlorella sp. ED53 e Chlorococcum sp. C53, respectivamente,
reportando-nos a uma atividade antioxidante maior para o extrato da microalga
Scenedesmus quadricauda encontrada neste estudo.

A atividade antioxidante também foi determinada com base na capacidade de
reduzir o ferro férrico (Fe3*) ao estado ferroso (Fe?+), obtendo nesse estudo 45,83 pmol
Sulfato Ferroso.g! o que determina uma excelente capacidade antioxidativa da microalga
em estudo.

Estudos realizados por Araujo (2018) relatam valores para os extratos etanolicos
para as espécies Coelastrum sp. D294WC e Monoraphidium contortum D525WC (31,85 e
27,03 pmol Sulfato Ferroso.g!1 respectivamente).

A andlise de pigmento realizado nas fracdes saponificivel e insaponificavel,
apresentou valores significativos de presenca de carotenoides. Para a amostra
saponificavel, a leitura em espectrofotémetro apresentou 54,8 ug/g de carotenoides, em
contrapartida com o alto valor encontrado na fragdo insaponificavel (4.050 pg/g), o que
ratifica o resultado presumido da amostra devido a coloracio intensa do material extraido,
denotando presenca significativa de pigmentos.

Estudos realizados por Nogara et al. (2015), quando da quantificacdo de
carotenoides totais da microalga Phormidium autumnale, encontraram valores de
476,25 ug/g em sua biomassa. Nomura et al. (2015) em seu trabalho sobre composicdo
quimica e atividade biolégica da microalga Chlorella sorokiniana encontraram valores de
829,5pg L1

Figura 3. Fracdo insaponificivel extraida do processo de saponificacdo da biomassa de
S. quadricauda.

Diante dos resultados apresentados em estudos anteriores, podemos afirmar que a
microalga Scenedesmus quadricauda apresenta quantidade significativa (cerca de 100% a
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mais) de Carotenoides Totais em sua composicdo, o que a torna uma excelente candidata a
exploracao biotecnolégica de seus constituintes biolégicos.

Estudos de purificagdo da massa de carotenoides de Scenedesmus
quadricauda

Estudos de Cromatografia de placa tendo como eluente hexano/acetato de etila
(1:1) (Figura 4), mostram que a biomassa é comprovadamente constituida por mais de
uma espécie de carotenoide, entretanto parece apresentar um carotenoide majoritario
com rf=0,37, entretanto carotenoides em menores percentuais sdo observados acima e
abaixo do composto majoritario.

Na tentativa inicial para purificar, ou seja, separar a mistura de carotenoides totais
presentes na fracdo insaponificavel da biomassa de S. quadricauda foi realizado uma
cromatografia preparativa, com 0,100 g da mistura de carotenoides, em mesmo eluente,
hexano/acetato de etila (1:1), como fase moével. A placa de cromatografia preparativa,
figura 5, mostra uma mistura mais evidenciada compreendida por carotenoides como
organizado a seguir: Ficaram retidos na linha base (C1), carotenoide que foi totalmente
arrastados pelo eluente na linha superior (C5), um tipo de carotenoide mais abundante de
cor amarela intensa em uma posicdo mais intermedidria (C3) e mais dois tipos de
carotenoides, acima (C4) e abaixo (C2), bastante perceptiveis.

Figura 4. Cromatografia de placa comparativa da fracdo insaponificavel da microalga Scenedesmus
quadricauda.

Os carotenoides, pigmentos responsaveis pela cor alaranjada dos vegetais,
compreendem grande niimero de compostos dos quais apresentam atividades bioldgicas
(Costa e Rosa, 2010).
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Figura 5. Cromatografia de placa comparativa da fragdo insaponificavel da microalga Scenedesmus
quadricauda.

As fragoOes identificadas na placa preparativa foram cortadas e os carotenoides
extraidos com acetato de etila, filtrados e o solvente evaporado, gerando quatro amostras
de carotenoides, C1 (<0,0001g), C2 (<0,0001g), C3 (0,0512g), C4 (0,0201g) e C5
(0,0156 g) As amostras se apresentaram com aparéncia oleosa, entretanto das fracées C1 e
C2 nao foi possivel fazer os estudos de infravermelho devido a quantidade ser menor que
0,0001 g.

Anadlise de Infravermelho da fracio insaponificavel (carotenoides)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma
ferramenta laboratorial bastante versatil e sensivel, que possibilita a identificacdo de
ligacdes quimicas em compostos, por meio da interacao do feixe de infravermelho com a
energia das ligagdes quimicas, compreendendo o espectro rotacional e vibracional
(Antonino, 2016).

Estudos de FTIR mostram espectros caracteristicos para carotenoides, tanto para o
produto total insaponificavel, bem como para as fracdes obtidas da placa preparativa,
corroborando com as analises feitas para carotenoides por Ortega-Cabello et al. (2016).

Os resultados da espectroscopia na regido do UV-visivel ilustram bandas
caracteristicas de compostos carotenoides. Apesar de ainda ndo termos realizados testes
cromatograficos para a identificacio dos carotenoides presentes nas amostras de
pigmentos, com base nas caracteristicas espectrais pode-se inferir que a cor alaranjada do
pigmento extraidos sdo provenientes de carotenoides. Os resultados da espectroscopia na
regido do Infravermelho revelam sinais espectrais caracteristicos de compostos
carotenoides e outros compostos também, como proteinas, dcidos graxos e compostos
fenolicos (Babu et al. 2008).

No espectro de infravermelho da mistura de carotenoides totais, CCT (Figura 6),
indica a presenca da fung¢do hidroxila devido a banda de absorcdo em 3.367 cm! (vVOH), e
pode ser atribuida a degradacao dos componentes da parede celular. Os carbonos sp? e sp3
podem ser certificados na estrutura devido a existéncias de bandas de absorcio entre
3.000-2.859 cm}, ja as bandas de média a forte intensidade ao redor de 1.709 cm- sdo
caracteristicas para a fun¢do de grupo carbonila nos carotenoides. As bandas em
1.668 cm! (vC = C) que também ocorrem em alcenos conjugados, esta sendo atribuida a
presenca de ligacdes duplas no material lipidico (Rohman e Man, 2010). As bandas de
absorcao em 1.462 cm! e 1.377 cm-! também indicativos das vibracdes de deformacao
angular de C-H sp3 e as bandas em 1.050 cm-! é caracteristica de uma funcao tipo alcool
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primario (vC-OH) e a banda abaixo de 700 cm-! é indicativo da vibragdo angular vC-H fora
do plano de carbono-hidrogénio insaturado (Csp?).
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Figura 6. Espectro de infravermelho dos carotenoide totais - CCT, em pastilhas de KBr na regido de
400 a 4.000 cm1,

Ao se comparar o espectro de infravermelho da fracido de carotenoides “C3” com o
espectro da mistura de carotenoides totais, CCT (Figura 7), os espectros sdo bastante
similares, apresentando banda de absorcdo caracteristica para carbonila (vC=0) em
1.714 cm’!, para deformacao de ligagdo de carbonos sp? (vC=C) em 1.651 cm'!, 1.462 cm'! e
1.369 cm! sdo também indicativos das vibracdes de deformacdo angular de vC-Hsp3 e
mais duas bandas evidenciadas ao redor de 1.037 e 1.095 cm-! caracteristicas para funcao
tipo alcool e a banda ao redor de 732 cm! é caracteristico da vibracao vCsy2-H fora do
plano.

Na Figura 8 podemos observar que a fracdo de carotenoide “C4” também
apresentou um espectros padrdo de carotenoides, ficando evidente a banda larga de
absorcao de hidroxila (VOH) em 3.371 cm-l. Também apresenta bandas de vibragdo entre
3.000-2.852 cm! para vCsp2-H e vCsp3-H. Em 1.720 cm-! aparecem as bandas de absorgao
das carbonilas (vC=0) e em 1.648 cm! indica a presen¢a de insaturacdo (vC=C). As
bandas de absor¢do em 1.462 cm'! e 1.377 cm! sdo também indicam as vibracdes de
deformacao angular de Cs3-H. A banda de absorcao em 734 cm-! é tipico para deformacdo
harmonica de liga¢do Csp2-H fora do plano.

Os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes aos relatados por Medeiros
(2018), ao analisar extrato bruto de meldo rico em carotenoides.
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Figura 7. Espectro de infravermelho da fracdo de carotenoide C 3, em pastilhas de KBr na regido de
400 a 4.000 cm1,
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Figura 8. Espectro de infravermelho da fracao de carotenoide C4, em pastilhas de KBr na regido de
400 a 4.000 cm!

A fracdo de carotenoide “C5” (Figura 9) também apresentou um espectros padrio
de carotenoides, ficando evidente a banda de absorgdo de hidroxilas (VOH) em 3.337 cm-..
As bandas entre 2.953-2.852 cm'! estdo atribuidas para vCsp2-H e vCsp3-H. A banda de
absorcao caracteristica de carbonila aparecem em 1.708 cm! (vC =0) e para carbono

Rev. Bras. Gest. Amb. Sustent., 2020, vol. 7, n. 16, p. 971-994.



986 Pereira et al.

insaturado em 1.668 cm (vC=C) (Pinheiro et al, 2014). A banda que aparece em
1.462 cm! e 1.377 cm! é o indicativo da existéncia de grupo CHs, ou seja deformacgao
angular de ligacdo vCspsz-H. Também aparecem as bandas de absor¢oes de vCsp2-H fora do
plano em 1001 cmte 732 cm!

Todos os espectros de infravermelho, tanto de CCT e das demais fragoes,
corroboram com os estudos realizados por Ortega-Cabello et al. (2016). Nos estudos de
espectroscopia de infravermelho com misturas de carotenoides pré-purificadas de
Rhodococcus sp. e Gordonia sp., caracterizou as bandas de absor¢des correspondentes aos
grupos hidroxila v-OH (3.400-3.362 cm), vibra¢des das ligacdes vCsp2-H e vCsp3-H
(2.922-2.852 cm1) e absorc¢do para grupo carbonila v€=0 (1.731 e 1.714 cm!). Também
nos estudos de Ortega-Cabello et al. (2016) as bandas das carbonilas (figura 10), também
se apresentam como bandas de baixa intensidade.
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Figura 9. Espectro de infravermelho da fracdo de carotenoide C 5, em pastilha de KBr, na regido de
4002 4.000 cm?

Os estudos de FTIR ndo sdo totalmente elucidativos, apenas fornecem fortes
evidéncias e asseguram que se trata de estruturas de compostos carotenoides, (Madeira,
2015). Entretanto, para a elucidacao das moléculas total se faz necessarios estudos mais
aprofundados e complementares incluindo-se a Cromatografia, Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H e de 13C uni e bidimensionais, homo e heteronuclear.
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Figura 10. Espectro de infravermelho de Rhodococcus sp. e Gordonia sp. em pastilhas de KBr na
regido de 400 a 4.000 cm-L. Fonte: Ortega-Cabello et al. (2016).

Analises termogravimétricas das fragdes saponificaveis e insaponificaveis da
microalga Scenedesmus quadricauda

As curvas de perda de massa das amostras das fracoes saponificaveis e
insaponificaveis obtidas pelo processo de saponificacdo direta da biomassa da microalga
Scenedesmus quadricauda, apresentaram eventos térmicos diferenciados.

A fracdo saponificavel (Figura 11) apresenta duas etapas de perda de massa nos
intervalos de 184 °C a 255 °C (37,2%) e 363 °C a 439 °C (60,3%). O primeiro evento
térmico, corresponde a capacidade de conversao, indicando que esta se deu em torno de
97,5% apds o processo de esterificacdo. O Segundo evento, apresentado no intervalo de
363 °C-439 °C, é caracteristico de decomposicio de lipidios, principalmente triglicerideos
(Rizzo et al.,, 2013) sendo pronunciado nesta amostra (maior que 60%) indicando que
houve eficiéncia em sua extracdo. Os dados obtidos corroboram com os relatados por
Gomes (2013), quando da decomposigio de lipidios.
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Figura 11. Curva TG/DTA da fragdo saponificivel da biomassa da microalga Scenedesmus
quadricauda.
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A curva TG insaponificavel (Figura 12) apresenta trés etapas de perda de massa
(eventos térmicos) nos intervalos de 65°C a 103 °C (5,2%), 191°C a 312 °C (83%) e
463 °C a 508 °C (10,2%). A primeira etapa (65 °C a 103 °C) corresponde a processos de
desidratacdo, devido a presenca da agua na forma livre e/ou fracamente ligada a
biomoléculas (Zou et al,, 2010), caracterizando conversao da biomassa ap0s a esterificacdo
em torno de 98,4%.

A segunda etapa (intervalo de 191 °C a 312 °C) est4 relacionado a um processo de
volatilizacdo, incluindo despolimerizagdo e descarboxilacdo, atribuido principalmente a
decomposic¢ado térmica de carboidratos e proteinas (Rizzo et al., 2013), o qual se constitui
como um dos principais eventos de perda de massa, especialmente porque estes dois
componentes sdo encontrados em quantidades significantes na microalga em estudo,
principalmente no tocante aos carboidratos.

Importante salientar que a presenca de proteina na biomassa microalgal torna
plausivel a utilizacdo do material residual para fins alimenticios.
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Figura 12. Curva TG/DTA da fracdo insaponificivel da biomassa da microalga Scenedesmus
quadricauda.

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) possibilitou a medicao direta de
energia envolvida no comportamento térmico da amostra de biodiesel obtido da biomassa
microalgal da Scenedesmus quadricauda (fracdo insaponificavel) e do residuo de biomassa
(fracdo saponificavel), por meio de uma relagio linear entre a mudanca de temperatura e o
fluxo de calor. A compensacdo de poténcia no DSC é adotada por convencao
termodinamica em que eventos endotérmicos possuem variacdo positiva de entalpia
(AH > 0) (Dermondes, 2016).

A Figura 13A ilustra a curva obtida com os materiais em estudo por meio do DSC,
sendo o seu AH de 640,4 K]J/kg. O pico unico observado representa a porgdo da curva de
DTA. Nota-se que se trata de um pico exotérmico a aproximadamente 750 K, referente a
degradacdo de matéria organica presente no material, pois a temperatura da amostra
tornou-se maior que a temperatura do material referéncia. O intervalo de temperatura de
-132,92 °C a 508,49 °C representou a saida e retorno a linha base da biomassa, sendo
respectivamente, a temperatura inicial e final de fusdo do material.
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A andlise por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) pode ser usada para
avaliagdo do comportamento térmico, observando eventos de fusdo, desnaturacido e
degradacdo da amostra (Gill et al.,, 2010). A temperatura pico é considerada a temperatura
de desnaturacdo da amostra.

A curva DSC saponificavel (Figura 13-B) apresenta quatro transi¢cdes endotérmicas
com pico a 382 K, 473 K, 548 K e 763 K, e uma transicdo exotérmica com pico a
aproximadamente 670 K atribuida a decomposicdo de carboidratos.

10—
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Figura 13. Curvas DSC da fragdo insaponificavel e da fracdo saponificivel da biomassa da microalga
Scenedesmus quadricauda.

Carotenoides como aditivo de biodiesel

Estudos da estabilidade oxidativa da massa de carotenoide presente na fracao
insaponificavel apresentou alta atividade antioxidante.

Objetivando testar a efetividade dos antioxidantes presentes na fracao
insaponificavel, realizou-se a insercao de fracdes do produto rico em carotenoides como
aditivo no biodiesel de algodao puro. O biodiesel em questio atende todas as
especificacdes da ANP, portanto o produto ideal para o referido estudo. Nas andlises
realizadas com a metodologia Rancimat, é possivel atestar-se a alta capacidade
antioxidativa dos carotenoides. Utilizaram-se fragbes a 1,25%, 2,5% e 5%
respectivamente. Observou-se que na temperatura de 110 °C sem o aditivo o tempo de
reacdo é de 4,57 h, ao ser aditivado com carotenoides a 1,25% em peso, passou para 5,43 h
2,5% em peso, obteve-se 6,92 h e a 5% em peso o tempo de oxidagdo foi de 7,52 h.
(Tabela 2). Os resultados obtidos configuram a mistura de carotenoides obtidas na fragao
insaponificAvel da biomassa da S. quadricauda apresentam efetividade no tocante a
otimizacdo da capacidade de armazenamento do biodiesel quando aditivado com o
produto obtido nesse estudo a 1,25%.
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Tabela 2. Resultados de estabilidade oxidativa do biodiesel puro de algodao pelo método Rancimat
a com adicdo de carotenoides presentes na fracdo insaponificivel da microalga S. quadricauda a
110 °C.

ID 2 Tempo de indugao
1,25% REP1 5,43 h
1,25% REP2 5,43 h

2,5% REP1 6,92 h

2,5% REP2 7,10 h

5,0% REP1 7,52 h

5,0% REP2 4,59 h

Puro 4,57 h
Conclusoes

A microalga Scenedesmus quadricauda apresentou bom crescimento em cultivo
com meio oriundo de biocompostagem, por demonstrar melhor desempenho quando
comparado ao meio sintético.

A partir deste estudo, constatou-se que nao ha condi¢des de prevermos regras de
acumulacdo das proteinas lipideos e carboidratos durante as fases de crescimento, tendo
em vista que uma mesma espécie apresenta concentragdes e tendéncias distintas ao variar
o meio de cultivo, devido a variagdes nos teores de nitrogénio e fosforo, principalmente,
fazendo-se necessario o acompanhamento da sintese desses compostos para assegurar o
melhor momento para coleta da biomassa com o teor maximo do componente bioquimico
desejado.

A técnica extrativa de saponificagdo direta seguida de transesterificagdo é eficiente
no tocante a compostos bioativos, porém restritiva quando direcionada a producdo de
biodiesel.

A técnica de FTIR e CCD demonstrou eficiéncia no acompanhamento do acimulo
dos principais componentes bioquimicos da biomassa. Demonstrando que as respostas
metabolicas relacionadas a sintese dos componentes bioquimicos foram favoraveis a
producdo de carotenoides, abrindo caminho para novas pesquisas a respeito, sugerindo
que essas técnicas, por serem mais rapidas podem, de fato, serem utilizadas para o
monitoramento de produtos de interesse em cultivos em massa para propdsitos
biotecnoldgicos de utilizacdo das microalgas.

Apesar do estudo de infravermelho ndo ser uma técnica de espectroscopia
elucidativa das estruturas quimicas organicas, foi satisfatoria para indicar que a fragdo
apolar dos produtos, se refere a uma mistura de carotenoides.

Estudos de infravermelho indicam que a microalga Scenedesmus quadricauda é
fonte de carotenoides com capacidade para o desenvolvimento de tecnologias de produtos
e processos para a producio de aditivos antioxidantes.

O produto extraido presente na fracdo insaturada apresentou caracteristicas
6timas de antioxidacdo favorecendo seu uso como aditivo em biodiesel para melhora da
estabilidade oxidativa.
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