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RESUMO

SOUZA, Ana Lucia Barbosa de. Extragdo e caracterizacdo da biomassa e do 6leo da
microalga Desmodesmus sp. usando dioxido de carbono supercritico. 52 f. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2015.

A utilizacdo de fluidos supercriticos na extracdo de produtos naturais tem se mostrado uma
alternativa vidvel e promissora em relaces aos meétodos convencionais. Devido as
caracteristicas da extracdo supercritica, que permitem a obtencdo de produtos de melhor
qualidade e sem residuos quimicos, por isso essa técnica de extracdo vem sendo muito
utilizada na obtencdo de moléculas bioativas a partir de microalgas, que se destaca por
apresentar antioxidantes, fibras, fitoesterdis, nutrientes, entre outros. O presente trabalho
teve como objetivo estudar a viabilidade técnica da extragdo supercritica do dleo da
microalga Desmodesmus sp., empregando-se dioxido de carbono como solvente. Foi
utilizado método convencional, soxhlet com hexano como solvente, a fim de comparar
com a extracdo supercritica e os resultados mostraram a eficiéncia e seletividade da
extracdo supercritica quanto a concentracdo de acidos graxos. Os melhores rendimentos em
6leo foram nas condi¢cdes operacionais de 300 bar e 100°C, 500 bar e 70°C e 440 bar e
90°C, alcancando valores de 3,342%, 3,103% e 2,586%, respectivamente. A biomassa
residual apds a extracdo supercritica foi avaliada, e os resultados indicaram que é
promissora para ser utilizada em diversas areas, devido ao seu alto teor de carboidratos e
proteinas. A andlise por cromatografia gasosa indicou os &cidos miristico (C14:0),
palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1) e y-linolénico (C18:3) como sendo 0s
mais abundantes no 6leo da Desmodesmus sp. Os modelos simples estudados, Esquivel et
al., (1999), Reverchon & Sesti Osseo (1994) e Zekovié¢ (2003) mostraram-se aptos para
representar a extracdo supercritica do 6leo da microalga Desmodesmus sp.

Palavras-chave: Desmodesmus sp., CO, supercritico, composi¢cdo quimica, curvas de
extracdo, modelos matematicos.



ABSTRACT

SOUZA, Ana Lucia Barbosa de. Extraction and characterization of the biomass and
Desmodesmus sp microalgae oil using supercritical carbon dioxide. Dissertation
(Master in Chemical Engineering, Chemical Tecnology). Technology Institute, Chemical
Engineering Departament , Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2015.

The use of supercritical fluid extraction of natural products has been shown to be a viable
and promising alternative to conventional methodologies. Due to the characteristics of
supercritical extraction, which allow to obtain better quality products with no chemical
waste, this extraction technique has been widely used in the obtaining of bioactive
molecules from microalgae, as antioxidants, fibers, phytosterols, nutrients, among others.
This work aimed to study the technical feasibility of supercritical extraction of oil from the
microalgae Desmodesmus sp. using carbon dioxide as solvent. Conventional method, using
hexane as solvent, was used in order to compare the extraction of oils from microalgal
biomass study and the results show the efficiency and selectivity of supercritical fluid
extraction in respect to the fatty acids concentration. The best yields of oil occurred at the
operational conditions of 300 bar and 100 °C, 500 bar and 70 °C and 440 bar and 90 °C,
reaching values of 3.342%, 3.103% and 2.586%, respectively. The residual biomass after
supercritical fluid extraction was assessed in order to evaluate the residual potential and the
results indicated that it is a promising one, due to its high concentration in carbohydrates
and proteins. The analysis by gas chromatography indicated the myristic acid (C14:0),
palmitic (C16:0), stearic (C18:0), oleic (C18:1) and y-linolenic (C18:3) as the main fatty
acids present in the Desmodesmus sp. oil. Simple models were used to model the extraction
curves, Esquivel et al. (1999), Sesti & Reverchon Osseo (1994) and Zekovié¢ (2003) and all
of them were able to represent supercritical extraction of oil from microalgae
Desmodesmus sp.

Keywords: Desmodesmus sp., supercritical CO,, chemical composition, extraction curves,
mathematical models.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, muito interesse tem sido focado no potencial
biotecnologico das microalgas, principalmente devido a identificacdo de diversas
substancias sintetizadas por esses organismos, 0s quais podem ser empregados
especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais, por suas propriedades
nutricionais e farmacéuticas (DERNER et al., 2006).

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos conhecidos como o0s
principais produtores primarios dos ecossistemas aquéaticos (BRENNAN & OWENDE,
2010; HOEK et al., 1995). Sendo um grupo, elas podem lidar com altas e baixas
temperaturas, intensidades de luz abaixo do ideal, baixa disponibilidade de nutrientes
essenciais e outros recursos. Uma variedade de estratégias fisiologicas e bioquimicas
proporciona as microalgas uma riqueza de moléculas organicas complexas que pertencem
a categoria de produtos quimicos bioativos, dependendo das vias biossintéticas
(SKULBERG, 2004).

As microalgas possuem também outras vantagens sobre muitos outros
organismos, visto que elas podem ser cultivadas para a produgdo e o processamento de
compostos com alto valor agregado. Sendo assim, a busca por substancias quimicas
bioativas a partir de microalgas esta se tornando cada vez mais promissora. A manutencao
controlada no cultivo de microalgas é um fator chave na utilizacdo das mesmas como uma
fonte de produtos de importancia econdmica (SKULBERG, 2004).

Uma das caracteristicas mais relevantes as microalgas é a capacidade de
conversdo do didxido de carbono e da energia luminosa através do processo de
fotossintese, que permite a producdo de proteina, ésteres, carotenoides, clorofila, enzimas,
antibidticos, hidrocarbonetos e vitaminas; com isso, a biomassa e os extratos da biomassa
de microalgas vém ganhando destaque no mercado mundial (RICHMOND, 2004; CHISTI,
2007).

Um método alternativo para extrair compostos e evitar o uso de solventes
toxicos € a utilizacdo de didxido de carbono supercritico. Atualmente é uma tecnologia de
extracdo bem conhecida, e é considerado um processo verde (CRAMPON et al., 2013),
uma vez que o CO; é reconhecido como um solvente seguro e ndo inflamavel.

Uma das principais vantagens da utilizacdo do dioxido de carbono
supercritico é a sua alta seletividade, além disso, depois despressurizacao, torna-se CO,
0asoso e é, em seguida, espontaneamente separado do extrato e o residuo, é completamente
livre de tracos de solventes toxicos. Isso permite uma valorizacdo direta de ambos, 0s
extratos e a utilizacdo dos residuos sem qualquer tratamento, como exemplo, a biomassa
resultante de pode ser usada na digestdo anaerdbia de diversos micro-organimos. Além
disso, 0 CO, pode ser reciclado de forma segura, que representa um beneficio econémico e
ambiental.

Diante do exposto, 0 objetivo proposto nesta dissertacdo foi estudar a extracao
supercritica do 6leo da microalga Desmodesmus sp., visando identificar as melhores
condigdes para a extragdo do mesmo, identificando sua composi¢cdo e seus compostos
bioativos.

Com isso, essa dissertagdo apresenta quatro capitulos. O primeiro trata da
revisao bibliografica, onde s@o descritos 0s principais conceitos sobre as microalgas, 0s
compostos obtidos a partir da biomassa microalgal, quais os processos de extracdo mais
utilizados e sua aplicabilidade. Como o solvente de escolha foi o CO, supercritico, seréa
abordado o conceito de fluido supercritico, a escolha do solvente, o que vem sido relatado



na literatura em relacdo a microalgas usando fluido supercritico, modelagem matematica e
uma breve consideracdo sobre a revisdo. O segundo capitulo aborda os materiais e métodos
utilizados ao longo da dissertacdo e no terceiro, seguem os resultados e discussdes acerca
da metodologia estudada. O quarto capitulo contém as conclusGes e sugestbes para
trabalhos futuros.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Estudar a viabilidade técnica da extracdo supercritica do Oleo da microalga

Desmodesmus sp. empregando-se didxido de carbono como solvente.

2.2 Objetivos especificos

v

v

Avaliar as condicOes de extracdo a partir de um planejamento de experimentos;

Identificar os acidos graxos através de um cromatografo a gas com detector de
ionizacdo de chama (CG-DIC);

Analisar a composic¢éo quimica da biomassa microalgal antes e depois da extragéo
com CO, supercritico;

Modelar matematicamente o processo de extracdo usando os modelos de Esquivel
et al. (1999), Reverchon & Osseo (1994) e Zekovi¢ (2003).



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Microalgas

As microalgas pertencem a um grupo muito heterogéneo de organismos, séo
predominantemente aquéticos e, em geral, microscépicos unicelulares, podendo formar
colbnias e apresentam pouco ou nenhuma diferenciacdo celular. S&o caracterizadas pela
presenca de pigmentos responsaveis pela coloracdo variada e por mecanismo
fotoautotrofico. Filogeneticamente, as microalgas sdo compostas de espécies procarioticas
ou eucaridticas, antigas ou mais recentes, conforme o periodo em que surgiram no planeta
(RAVEN et al., 2005).

Sé&o consideradas responsaveis por pelo menos 60% da producéo primaria da Terra,
sendo a base de inimeras cadeias troficas nos ambientes aquaticos (CHISTI, 2007).

S&o encontradas, principalmente, no meio marinho e agua doce, representando uma
variedade grande de espécies que vivem em condi¢BGes extremas. Estima-se que mais de
50.000 espécies existam, mas somente um numero limitado de, aproximadamente, 30.000
ja foram estudadas e analisadas (RICHMOND, 2004).

As microalgas existem em um numero variado de espécies e sdo diferenciadas,
principalmente, pela sua pigmentagdo, ciclo de vida e estrutura celular. As principais
linhagens de microalgas em termos de abundancia sdo descritos por Raven et al. (2005):

i) Diatomaceas (Bacillariophyta), da qual existem, aproximadamente, 100.000
espécies, sendo considerada a espécie que domina o fitoplacton dos oceanos, podendo ser
encontradas em agua doce. Apresentam silica como constituinte da parede celular e a
reserva de carboidratos;

ii) Algas verdes (Chlorophycea), representadas por cerca de 17.000 espécies, sao
encontradas, em sua grande maioria, em meio marinho ou em agua doce. A principal forma
de reserva é o amido, porém sob certas condi¢cdes podem armazenar 6leo;

iii) Algas azuis (Cyanophyta), conhecidas por desempenharem papel importante na
atmosfera: a fixagcéo de oxigénio e

iv) Algas douradas (Chrysophyceae), que possuem cerca de 1.000 espécies, com
habitat predominantemente doce, sdo semelhantes as diatoméaceas.

O crescimento da populacdo microalgal é resultado da interacdo entre fatores
bioldgicos, quimicos e fisicos (RAVEN et al., 2005). Os fatores bioldgicos referem-se as
taxas metabolicas da espécie cultivada, quanto aos fatores fisico-fdquimicos os principais
que afetam o crescimento das microalgas sdo luz, temperatura, pH, salinidade e
disponibilidade de nutrientes e estes sdo 0s que demandam maior estudo. Nao existe um
meio Unico para todas as espécies, uma vez que cada uma tem suas necessidades
especificas (RICHMOND, 2004).

3.2 A espécie Desmodesmus sp.

Conforme o banco de dados mundial Algaebase (www.algaebase.org, 1996), a
classificacdo da espécie utilizada nesta dissertacao é:
% Império: Eukaryota;
% Reino: Plantae;
» Sub Reino: Viridaeplantae;
» Filo: Chlorophyta;
» Classe: Chlorophyceae;
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% Ordem: Sphaeropleales;

+»» Familia: Scenedesmaceae;

¢ Sub Familia: Desmodesmoideae;
«»» Género: Desmodesmus;

% Espécie: Desmodesmus sp.

Quanto & morfologia, o género Desmodesmus é caracterizado por agrupamentos
achatados de células em linha reta ou curvadas, geralmente com 2, 4 ou 8 células, mais
raramente com 16 ou 32 células ovoides ou elipsoides juntas paralelamente formando o
chamado cenobio, de vida livre. Nos extremos do cenobio ha longos espinhos (NATURAL
HISTORY MUSEUM, 2011).

A parede celular pode ser ornamentada com pequenas verrugas, reticulada ou
apresentar uma crista mediana evidente. A maioria das espécies apresenta espinhos nos
polos das células internas. Cada célula € uninucleada e contém um cloroplasto parietal com
um pirendide. As células interiores ou médias, muitas vezes, apresentam um simples
espinho apical, considerando que as células marginais ou terminais apresentam um Gnico
grande espinho em cada &pice, e estes sdo diagonais ao longo do eixo da col6nia (cendbio).
A reproducdo assexuada ocorre pela formacédo de autocol6nias, as quais sdo liberadas pela
ruptura da parede da célula - mae. A reproducdo sexuada ndo observada nessa espécie
(FRANCESCHINI et al., 2010).

A Figura 1 mostra a microalga Desmodesmus sp , este género inclui mais de 100
espécies distribuidas pelo mundo inteiro. Sdo fitoplanctonicas e de origem dulcicola,
ocorrendo em ambiente Iénticos e l6ticos, em aguas de diferentes trofismos, sendo mais
comuns em meios eutréficos (FRANCESCHINI et al., 2010).

Figura 1 - Desmodesmus sp (www.aquafuels.eu, 2009).
3.3 Composi¢ao quimica das microalgas

As microalgas tém sido foco de inUmeras investigacGes biotecnoldgicas, devido a
sua importancia econdmica, nutricional e ecolégica e possuem uma composicdo
bioquimica diversificada (carboidratos, proteinas, lipideos, acidos graxos, pigmentos,
vitaminas, entre outros) e essa composicao esta relacionada a natureza de cada espécie de
microalga, bem como aos fatores ambientais relacionados a regido onde o cultivo esta
sendo realizado e ao meio de cultura utilizado (MIAO & WU, 2006).



Muitas analises de composi¢do quimica bruta foram publicadas para diferentes
cepas de microalgas em crescimento e sob diferentes condi¢des (TOKUSOGLU & UNAL,
2003; BECKER, 2004; LIANG et al., 2004; SHIMAMATSU, 2004; SPOLAORE et al.,
2006; RODRIGUEZ - GARCIA & GUIL-GUERRERO, 2008).

As porcentagens desses componentes variam de microalga para microalga, como
apresentados na Tabela 1.

O elevado teor protéico de varias espécies de microalgas é uma das razfes para
considerar esses micro-organismos como uma fonte ndo convencional de proteinas
(RICHMOND, 2004). As células, a medida que sdo capazes de sintetizar todos os
aminoéacidos, podem fornecer os essenciais para alimentacdo de seres humanos e animais
(GUIL-GUERRERO et al., 2004).

Tabela 1 - Composi¢do quimica de algumas espécies de microalgas (% em base seca)

Microalgas PFCE:[;OI)I’] as Carboidratos (%)  Lipideos (%)
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus quadricauda 47 - 19
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Chlorella pyrenoidosa 57 22 2
Spirogyra sp. 6-28 33-64 11-21
Dunaliella bioculata 49 4 8
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38
Tetraselmis maculata 52 15 3
Porphyridium cruentum 28-39 40-55 9-14
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Anabaena cilindrica 43-56 5-30 4-7

Fonte: Adaptado de BECKER, 2004.

As microalgas sdo também uma excelente fonte de carboidratos, encontrados na
forma de amido, celulose, acucares e outros polissacarideos. Os carboidratos disponiveis
tém boa digestibilidade total e, por conseguinte, possuem algumas limitagcbes em seus usos
e aplicacoes.

Os principais componentes da fracdo lipidica das microalgas sdo &cidos graxos,
ceras, esterdis, hidrocarbonetos, cetonas e pigmentos, como exemplo, carotenoides,
clorofilas, ficobilinas (HALIM et al., 2011).

Em geral, as microalgas em sua composi¢ao possuem acidos graxos em nimeros de
atomos de carbono na gama de 12 a 22, podendo ser tanto saturados quanto mono ou
poliinsaturados. Os &cidos graxos correspondem & maior fracdo dos lipideos e, em algumas
especies, os PUFA (&cidos graxos poliinsaturados) representam entre 25 e 60% dos
lipideos totais (BECKER, 1988; BROWN, 1991; BECKER, 2004), como apresentados na
Tabela 2.



Tabela 2 - Composigdo quimica do 6leo de algumas espécies de microalgas

Microalgas Principais Acidos Graxos
Dunaliella Salina® C14:0/ C14:1/ C16:0/ C16:3/ C16:4/ C18:2/C18:3
Isochrysis sp.? C14:0/ C14:1/C16:0/C16:1/ C18:1/ C18:3/ C18:4/ C22:6
Nannochloris sp®. C14:0/ C14:1/ C16:0/ C16:1/ C16:3/ C20:5
Nitzschia sp.? C14:0/ C14:1/ C16:0/ C16:1/ C16:3/ C20:6
Chlorella” C14:0/C16:0/C18:0/C16:1/C18:1/C22:1/C16:2/C16:3/C16:4/
C18:2/C18:3

Scenedesmus® C14:0/C16:0/C18:0/C20:0/C22:0/C24:0/C16:1/C18:1/C20:1/
C16:2/C16:3/C16:4/C18:2/C18:3/C18:4/C22:2

Desmodesmus” C14:0/C16:0/C18:0/C20:0/C22:0/C16:1/C18:1/C16:2/C16:3/
C16:4/C18:2/C18:3/C18:4/C20:2

Fonte: *TEIXEIRA & MORALES, 2006; "KAUR, 2012.

As microalgas também representam uma valiosa fonte de quase todas as vitaminas
essenciais (A, B1, B2, B6, B12, C, E, nicotinato, biotina, &cido folico e acido pantoténico),
0 que agrega valor nutricional a sua biomassa (GUIL-GUERRERO et al., 2004). Vale
ressaltar, assim como muitos outros constituintes intracelulares, que o teor de vitaminas
pode variar em funcdo de fatores ambientais, estratégias de separacdo da biomassa e
método de secagem das células (BROWN et al., 1999).

Outro constituinte sdo os pigmentos como a clorofila, os carotenoides (astaxantina,
B-caroteno) e ficobiliproteinas. Essas moléculas tém uma variedade de aplicacdes
comerciais, desde a utilizacdo como corante natural em alimentos até a utilizacdo como
moléculas antioxidantes e anti-inflamatorias em cosméticos (SPOLAORE et al., 2006).

3.4 Aplicabilidade dos 6leos de microalgas

Devido ao grande potencial biotecnoldgico, nas Ultimas décadas tem-se dado énfase
a fracdo lipidica das microalgas, sendo utilizadas em diversos campos de aplicacdo, com
exemplos, satde humana e animal, cosmetologia e energética.

Diversas microalgas tém sido cultivadas por sua capacidade de sintetizar compostos
considerados nutracéuticos, tais como os &cidos graxos poliinsaturados (&cido araquiddnico
- ARA, acido eicosapentaendico - EPA e acido docosahexaenoico — DHA, por exemplo) e
pigmentos carotenoides (astaxantina, beta-caroteno, luteina, cantaxantina etc.), que
apresentam propriedades terapéuticas (GILL & VALIVETY, 1997; TRIPATHI et al.,
1999).

Os PUFA tém funcdo na prevencdo e tratamento de uma série de doencas
cardiovasculares, da aterosclerose e da arritmia, da reducao da presséo arterial, da reducao
dos niveis de colesterol e trigliceridios no plasma, da artrite reumatdide, do cancer e sao
aparentemente essenciais na nutri¢ao infantil e no desenvolvimento cerebral (FABREGAS
etal., 1994; GILL & VALIVETY, 1997).

Atualmente, sdo comercializadas como alimento natural ou suplemento alimentar e
sdo encontradas formulacBes em po, tabletes, capsulas ou extratos. Sdo também
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incorporadas em massas, petiscos, doces, bebidas etc., tanto como suplemento nutricional
quanto como corantes naturais (BECKER, 2004; COLLA et al., 2004; PULZ & GROSS,
2004).

Outras aplicabilidades dos 6leos sd@o na inddstria farmacéutica para producdo de
espessante e emulsificante na elaboracdo de cremes.

A Spirulina tem sido utilizada como extrato em produtos comercialmente
disponiveis (Protulines, Exsymol S.A.M., Monaco) que visam evitar os sinais de
envelhecimento precoce da pele e a formacdo de estrias. Outro exemplo é o extrato de
Chlorella vulgaris (Dermochlorella, Codif, St. Malo, Franca) utilizado para estimular a
regeneracdo de tecidos e a sintese de colageno, o que resulta na reducdo de rugas.
Recentemente, dois novos produtos foram langados, sendo um composto por extrato de
Nannochloropsis oculata (Pepha-Tight) caracterizado por proporcionar firmeza a pele com
efeitos a curto e longo prazo, e outro com extrato de Dunaliella salina (Pepha-Ctive) que
demonstra capacidade de estimular a proliferacdo celular e influenciar o metabolismo
energeético envolvido na sintese da pele (SPOLAORE et al., 2006).

As pesquisas estdo em crescente desenvolvimento em relagcdo as microalgas devido
ao fato de serem promissoras fontes de triacilglicerdis para producdo de biodiesel e
apresenta uma série de vantagens em relacdo ao cultivo de oleaginosas (BRENNAN &
OWENDE, 2010):

1. Elevada produtividade resultante de maiores taxas de fotossintese;

2. Podem ser cultivadas em terras ndo araveis;

3. Ndo deslocam culturas tradicionais de oleaginosas voltadas para fins alimenticios;

4. Pode utilizar 4gua do mar e &gua salobra, o que reduz o uso de agua potavel. Os
nutrientes utilizados no cultivo, como nitrogénio e fosforo, também podem ser obtidos a
partir de aguas residuais. Além de fornecer meio de crescimento existe um potencial para
tratamento de efluentes organicos provenientes da industria;

5. Coleta pode ser diaria sem seguir regime de safra;

6. Realizam a biofixacdo de diéxido de carbono (1 kg de biomassa seca de microalga
utiliza cerca de 1,83 kg de COy);

7. O cultivo de algas ndo necessita de herbicidas ou pesticidas;

8. Eles também podem produzir valiosos co-produtos, tais como proteinas e biomassa
residual depois extracdo de Oleo, os quais podem ser utilizados como alimento ou
fertilizantes;

9. Teor e a qualidade dos acidos graxos podem ser facilmente manipulados no sentido de
gerar combustivel que se enquadre na especificacdo adotada.

3.5 Extracdo de lipideos de microalgas

Um dos principais obstaculos para o total aproveitamento da fracdo lipidica é a
capacidade de sucesso e eficiéncia ao extrair 6leo das células, uma vez que em algumas
especies seu produto lipidico se encontra no interior das células.

Além disso, hd a preocupacdo de extrair o 6leo da maneira mais segura e
ambientalmente sustentavel, pois a extracdo com solvente pode ndo ser sempre a melhor
solucdo para recuperar o Oleo da biomassa de microalgas (MERCER & ARMENTA,
2011).

Os métodos usados para extrair lipideos podem ser categorizados em mecanicos e
quimicos (HALIM, DANQUAH & WEBLEY, 2012). Os métodos quimicos sao extracéo
por solventes, extracdo com fluidos supercriticos, extracdo por liquidos ibnicos e extracdes



enziméticas, ja os métodos mecanicos comumente utilizados sdo prensagem, extracdo
assistida por ultrassom, entre outros (HALIM et al., 2011; KHOO et al., 2011).
Todos esses métodos tém as suas vantagens e desvantagens individuais, como

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Vantagens e desvantagens de alguns métodos de extracdo de Oleo a partir de

microalgas
Meétodos de extracao Vantagens Desvantagens Referéncias
Facil uso: nio ha Gragde quantidade  popa6) A g
Prensagem necessidade de v qmostra YANGOMODOU,
solvente necessaria; processo 2006
lento
Muitos solventes
organicos séo
Solventes altamente
utilizados sdo inflaméaveis e/ou HERRERO et al.,
Extracdo por solventes relativamente toxicos; recupera(;éo 2004;
baratos; o0s do solvente é caro, GALLOWAY et
resultados sdo  alto gasto energético; al., 2004
reprodutiveis Requer grandes
quantidades de
solvente
Né&o toxico
(nenhum residuo
de §o_lvente Alto cqn§umo de MACIAS-
Extracédo com fluidos orgeE[nlct:o nos eng.rlgla,.ca(ljro ¢ SANCHEZ et al.,
supercriticos | atos), o dificeisde o505 pAwLISZYN,
solvente verde”; dimensionar em
. . 1993
ndo inflamavel e grande escala
de simples
operacao

Reduz o tempo
de extracdo e 0 Alto consumo de

consumo do energia; caro e LUQUE-GARCIA &
Ultrassom assistida solvente; maior dificeis de CASTRO, 2003;
penetracdo de dimensionar em MARTIN, 1993
solvente nas grande escala
células

Fonte: Adaptado de MERCER & ARMENTA, 2011.

O teor de lipideos de microalgas varia consideravelmente de acordo com as
diferentes espécies e com os métodos de extragdo. A Tabela 4 mostra a comparacéo de
diferentes métodos de extracdo baseados nas espécies, solvente utilizado, condicdes
operacionais e o rendimento em lipideos.

Tabela 4 - Comparacdo dos métodos de extracdo baseado no rendimento em lipideos



Métodos

Solvente Condicdes de Rendimento

Microalga de x utilizado operacionais? (%0) Autores
extracao
Shizochytrium CO; e etanol 33.9 GOUVEIA
limacinum - 40 °C, 350 ’ et al., 2007,
Supercritico .
bar, 30min CHENG et
e
Pavlova sp. CO, 34 al., 2011
Shizochytrium TANG et
limacinum n - Hexano 45 al., 2011
Nannochloropsis . LIAU et al.,
oculata Diclorometano 9 2010
Nannochloropsis N — Hexano 5,79 LIAU et al.,
oculata 40°C 01 2010
i Soxhlet o
Nannochloropsis Etanol MPa, 18 h 40,90 LIAU etal.,
oculata 2010
CHENG et
Pavlova sp. n — Hexano 45,2 al., 2011
Nannochloropsis Eter de 8.2 CONVERTI
oculata Petroleo ' etal., 2011
Synechocystis SHENG et
PCC6803 Etanol 48 al. 2011
Synechocystis Hexano/ 59 SHENG et
PCC6803 etanol al.,2011
Synechocystis Mistura de Hexano/ 200 °C, 0.1 36 SHENG et
PCC6803 solventes isopropanol MPa, 2 h al.,2011
Synechocystis Cloroformio/ 50 SHENG et
PCC6803 metanol al.,2011
Nannochloropsis  Ultrasson Eter de Frequéncia 33 CONVERTI
oculata Assistida petréleo 40kHz, 1h ' etal., 2011

1Temperatura, pressao e tempo.
Fonte: Adaptado de SHAIJA & SUCHITHRA, 2011.

3.6 Fluido Supercritico

Tem sido amplamente estudada em diversas areas do conhecimento, tendo como
destaque sua utilizacdo na extracdo de compostos de fontes naturais. Pode ser definida
como a solubilizacdo de determinados compostos de uma matriz solida ou liquida em um

solvente em condicBes supercriticas.

A extragdo com fluido supercritico € uma operacdo unitaria, onde sdo empregados
solventes acima de seus pontos criticos para extrairem componentes sollveis de uma

mistura (WILLIAMS, 1981).

Segundo MAUL (1999), a temperatura critica de um gas é aquela temperatura
acima da qual ele ndo pode mais ser liquefeito, ndo importando a quanto se eleve a presséo.
A pressao critica é definida como a pressdao acima da qual o gas ndo pode mais ser
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liquefeito, ndo importando a quanto se diminua a temperatura. E um estado intermediario
em que 0 gas se encontra, isto &, entre o liquido e o gasoso (Figura 2).

Nessas condigdes, o gas é relativamente denso comparado com um g@as
convencional e as forcas de solubilizacdo s@o mais intensas. As propriedades fisicas de um
fluido supercritico sdo intermediérias entre um gas e um liquido tipicos. A densidade de
um fluido supercritico pode ser mudada pela variacao da presséo aplicada sobre o fluido.

Regido
Supercritica

Fonto
E=stado GiEico
Estado Liguido

Solido

Prassan

Estado
Gasoso

/Pantﬂ

triplo

Te

Temperatura

Figura 2 - Diagrama de fases tipico de uma substancia pura (Adaptado de Herrero, 2010).

Assim, um fluido supercritico pode ter a densidade que oscila entre aquelas
exibidas pelos gases até valores tipicos dos liquidos, quando o fluido é comprimido a altas
temperaturas. Por exemplo, a de dissolver uma variedade de materiais, exatamente como
fazem os liquidos convencionais, mas com o poder de penetracdo dos gases (MAUL,
1999).

Os fluidos supercriticos apresentam viscosidade baixa como a de um gas, alta
densidade como os liquidos e difusdo intermediaria entre gases e liquidos, variando com a
sua densidade. Sdo prontamente adaptaveis a muitas separacdes dificeis, ndo somente por
permitir a separacdo de materiais instaveis termicamente, a baixas temperaturas, mas
também devido a alta compressibilidade e solubilidade exponencial, e ainda efetuar
separagOes com pequenas variacoes de pressdo (SILVA et al., 1997).

3.7 Escolha do Solvente

O conhecimento das propriedades termodinédmicas, como solubilidade, seletividade
e propriedades de transporte, como taxa de transferéncia de massa, € fundamental para o
projeto e ampliacédo da escala de processos a alta presséo. A solubilidade é um parametro
de grande relevancia na determinacdo das condi¢cGes de operacdo, enquanto que a
seletividade permite a obtencdo de informacgfes acerca da qualidade e composi¢do dos
extratos (FERREIRA et al., 1999).

A seletividade do solvente por determinados componentes presentes na mistura
(soluto) pode ser variada, mudando-se a temperatura e a pressdo dentro da regido
supercritica.
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Em processos com solventes supercriticos, o grande potencial para a transferéncia
de massa é determinado por uma forca motriz e a diferenca de concentracao entre o soluto
e o solvente, gerando assim um estado de equilibrio.

A condicao de equilibrio fornece informacdes sobre (BRUNNER, 1994):

e A capacidade do solvente supercritico de dissolver substancias no equilibrio
termodinamico;

e A composicdo em equilibrio na fase liquida;

o A seletividade do solvente (habilidade do solvente em dissolver seletivamente um

OuU mais compostos).

Existem dados de solubilidade de compostos organicos em CO, supercritico
disponiveis na literatura e, por isso, a solubilidade desses compostos em CO; liquido é, as
vezes, utilizado como guia para as solubilidades supercriticas. Para um dado soluto, a
solubilidade nos estados liquido e supercritico é frequentemente da mesma ordem de
grandeza. Essa informacéo pode servir como um ponto de referéncia, pois um composto
solivel em CO; liquido, muito raramente é insoltvel em CO; supercritico (SILVA et al.,
1997).

O solvente mais utilizado € o CO,, devido a sua ndo toxidez, inflamabilidade, baixa
temperatura critica (31,04 °C) e presséo critica (73,8 bar), o que traz vantagens tanto na
energia requerida, como na conservacdo de substdncias termolébeis, baixo custo,
disponivel em alta pureza, altamente seletivo e facilmente removido do produto extraido,
devido a sua alta volatilidade (YAMAGUICHI, 1986).

De acordo com Mendes et al. (2006), a extracdo com fluido supercritico, apesar de
apresentar diversas vantagens sobre 0s processos convencionais, possui um dos maiores
problemas concernente a implantacdo industrial dessa técnica, que estd no alto custo do
investimento, causado pela necessidade de se utilizar equipamentos especiais que suportem
altas pressdes, atrelado a necessidade de se reciclar o solvente.

O CO;, quando utilizado na extracdo de 6leos demonstra boa seletividade devido a
sua baixa polaridade, ndo alterando as propriedades nutricionais e o 6leo produzido é livre
de contaminacéo por solventes (BRUNETTI, 1989; REVERCHON & OSSEO, 1994).

Os parametros de extracdo do dioxido de carbono supercritico podem ser
modificados facilmente pela adigdo de pequenas quantidades de outros produtos, chamados
de co-solventes, polares ou apolares, como a agua e o etanol, e também pela selecdo das
condicBes de temperatura e pressdo especificas. Essas op¢des proporcionam uma maior
flexibilidade e permitem a adequacdo de condicBes de extracdo para as necessidades
especificas dos produtos a serem extraidos e ao produto final desejado.

3.8 Extracdo de compostos bioativos de microalgas usando fluido supercritico

Algumas microalgas sdo conhecidas por terem um excepcional valor nutricional,
devido ao seu teor de antioxidantes, fibras, fitoesterois, nutrientes, entre outros.

Os principais campos de aplicacdo é o setor da saude com foco para alimentos e
farmacéuticos para a extracéo de lipidios ou moléculas dedicados ao consumo humano ou
a satde animal (ANDRICH et al., 2005; MONTERO et al., 2005; MACIAS-SANCHEZ et
al., 2005).

As microalgas Spirulina platensis e Chlorella vulgaris sdo as mais citadas, uma vez
que possuem facil cultivo, bem como a presenca de co-produtos que oferecem beneficios
para a saude.
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Segundo Crampon, Boutin & Badens (2011), as condi¢Oes de extracdo e
rendimentos de lipideos neutros (triglicerideos) a partir de microalgas usando CO,
supercritico, como solvente, mostraram que uma ampla gama de condi¢Ges de operagdo
foram estudadas, conforme apresentadas na Tabela 5.

O pré-tratamento realizado na biomassa apds a colheita € um fator preponderante.
As principais questdes sdo: a secagem, devido a presenca de dgua, em geral, para extracéo
utilizando o CO; supercritico a taxa de umidade deve ser < 12 %. A outra questdo € em
relacdo ao rompimento celular, pois os compostos de interesse, geralmente, se encontram
intracelular resultando em limitagdes na transferéncia de massa.

Tabela 5 - CondicGes de extracdo de lipideos neutros a partir de microalgas usando CO,

Pressao (Bar) 172 - 700
Temperatura (°C) 40-70
Tempo de extracdo (h) 1-7
Rendimento (%) 0,017 — 100
Co-solvente Etanol
Proporgéo de massa CO,/ microalgas 6500
(kg/kg)
Pré — Tratamento (Biomassa) Secagem e Rompimento Celular

Fonte: Adaptado de CRAMPON, BOUTIN & BADENS, 2011.

Espécies como Nannochloropsis sp., Spirulina platensis e Chlorella vulgaris
dependendo das condi¢des operacionais de temperatura e pressao, apresentam rendimento
de extracdo de 100% (MENDES et al., 2003; MENDES, 2006; ANDRICH et al., 2005 ).

A extracdo com CO, supercritico de moléculas de interesse a partir de microalgas
atualmente se tornou um assunto de grande interesse e numerosos dados experimentais ja
estdo disponiveis na literatura (Tabela 6), com excecdo da espécie a ser estuda neste
trabalho.

Pouca informacdo é dada sobre a coloracdo do 6leo extraido de microalgas por
extracdo supercritica. Sabe-se da literatura que as microalgas possuem quantidades
significativas de pigmentos, vermelho (carotendides) e/ou verde (clorofilas). Uma vez que
eles, geralmente, sdo lipossoluveis parece dificil evitar a sua extracdo (mesmo por
alteracdo das condicOes da pressdo e da temperatura).

Mendes et al. (1995) relatam a presenca de carotenoides totais extraidos com o éleo
da microalga Chlorella vulgaris, as condi¢cBes que obtiveram os maiores rendimentos
foram de 350MPa - 55 °C; vazédo de CO; de 0,4 L/min e didmetro de particula de 0,4 mm.

Gouveia et al. (2007) estudaram a producdo de carotenoides a partir de Chlorella
vulgaris. Foi claramente demonstrado que a recuperacao do carotenoide melhora quando as
microalgas sdo trituradas mecanicamente e com rendimento de 69 % nas condigdes
operacionais de 300 bar - 40 °C; vazdo de CO2 de 0,34 L/min.

Alguns autores relataram a presenca de clorofilas em dleos extraidos de microalgas
com CO, supercritico (CHOI, 1987; MACIAS-SANCHEZ, 2005).
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Tabela 6 - Extracdo usando CO; supercritico de moléculas de interesse a partir de microalgas

. Compostos o Presséo Temperatura Rendimento
Microalgas extraidos Aplicacbes (Bar) °C) Solvente (%) Autores
MENDES et al.,
Bmgg"gfﬁ“ Alcadienos (85%) Energia 125 — 300 40 CO, 40— 98 1995; MENDES
! et al., 2003
Chaetocer_os Extr_atos Satde 202 — 405 40 - 80 co, 18-39 MENDIOLA et
muelleri antioxidantes al., 2007
Crh'nor.ed”a o raos o Saide 250 — 400 32 - 55 CO, 2,15-7,18 "o a\I/vj 5
pyrenoidosa antioxidantes, lu SHI. 2007
MENDES et al.,
i Lipideos (22-25%), . i 2003;
Chlorella vulgaris carotendides Alimentos 200 — 350 55 CO; 0,05 - 60 GOUVEIA et
al., 2007
MENDIOLA et
. . [B-caroteno, extratos  Alimentos, i al., 2008;
Dunalliela salina antioxidantes Energia 440 27,5 CO; MENDES et al.,
2003
CO,+ 10
0
eta"noo'l _/010 NOBRE et al.,
H 0 ) .
Haematococous  Astaxantina (5%),  pjjmentos 200 - 550 40-80  vol % leo : 2006,
pluvialis carotendides de soia e MACHMUDAH
© 50] et al., 2006
Oleo de
oliva
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Tabela 6 - Extracdo usando CO; supercritico de moléculas de interesse a partir de microalgas

(Continuacéo)

Nannochloropsis
sp.
Ochromonas
danica

Skeletonema
costatum

Spirulina maxima

Spirulina pacifica

Spirulina
platensis

Synechococcus
sp.

Lipideos (25%)

Lipideos (28%)

Lipideos (8,6%), B-
caroteno

Lipideos, acido vy-
linolénico

carotenoides, j3-
caroteno,3-
cryptoxantina,
zeaxantina

Lipideos (7,8%),
carotenoides,
clorofilas, extratos
antioxidantes e
antimicrobianos e
vitamina E

Carotenoides,
clorofilas

Saude
Alimentos

Alimentos

Alimentos

Alimentos,
Saude

Alimentos,
Saude

Alimentos,
Saude

400 - 700

172 - 310

172 - 310

250 — 400

350

78 — 700

100 - 500

40 - 55

40

40

40 - 55

60

40-75

40 - 60

CO,
CO,
CO,

C0O,. 10
mol %
etanol

C02 + 15
vol %
etanol

C0O,. 10
vol %
etanol

C0O,, 15
vol %
etanol

60 - 100
89-214

3,0- 291

4-100

8—-100

0,30 -98,2

ALDRICH et
al., 2005

POLAK et al.,
1989

POLAK et al.,
1989

MENDES et al.,
2006; MENDES
et al., 2003

CARERIl et al.,
2001

MENDIOLA et
al., 2007,
WANG et al.,
2006

MACIAS-
SANCHEZ et
al., 2005;
MONTERO et
al., 2005

Fonte: Adaptado de CRAMPON, BOUTIN & BADENS, 2011.
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Macias-Sanchez et al. (2010), mostraram a influéncia da presséo e temperatura na
extracdo de luteina ¢ B-caroteno da microalga Scenedesmus almeriensis. As extracdes
ocorreram durante 300 min, sendo o maior rendimento em luteina e f-caroteno na presséo
de 400 bar a 60 °C, apresentado valores de 0,0468 mg luteina/ g em peso seco de
microalga e 1,50 mg -caroteno/ g em peso seco de microalga.

Mendes et al. (1994) investigaram a extracdo com fluido supercritico com didxido
de carbono da microalga Botryococcus braunii foram submetidas a 40 ° C e pressdes de
12,5, 20,0 e 30,0 MPa. O maior rendimento de extracdo de lipideos e a fracdo dos
hidrocarbonetos foram de aproximadamente 380 mg e 145 mg respectivamente, na
condicdo de pressao de 30 MPa. Os autores sugerem gue este comportamento € associado
com a localizacéo dos hidrocarbonetos fora da parede da célula. E que o extrato apresenta
aspecto fluido de coloracdo dourada e clorofila e fosfolipideos ndo foram detectados.

Mendiola et al. (2007) observaram uma interessante atividade antioxidante e
antimicrobiana em extratos de Spirulina platensis , utilizando a extracdo do CO,
supercritico puro e a extragdo com CO, supercritico e etanol 10% vol. Os experimentos
foram realizados sob pressbes de 7.8-36,1 MPa e temperaturas de 300,15-356,15 K.
Usando a extragdo com CO, supercritico puro, o rendimento foi de 70%, a 22 MPa ,
temperatura 323,15 K, e uma duracéo de 2 h de extracéo .

Mendiola et al. (2008) avaliaram a extracdo da vitamina E (tocoferol), a partir de
Spirulina platensis. Eles obtiveram rendimentos muito baixo quando utilizaram CO,
supercritico puro, mesmo sob alta pressdo e temperatura (0,85% em 32 MPa e 348,15 K
para 1,15 h). Estes resultados eram esperados uma vez que tocoferol € uma molécula polar.

Os estudos de microalgas usando a extracdo com CO, supercritico tém sido
realizados em escala de laboratorio. A biomassa seca processada € geralmente na gama de
dezenas de gramas e nunca superior a 180 g. Esses dados séo, por conseguinte, insuficiente
para considerar os problemas em “scale-up” (CRAMPON, BOUTIN & BADENS, 2011).

3.9 Modelagem Matemética

Os modelos matematicos cumprem um papel fundamental quando a ampliacédo de
escala é necessaria, e sdo também indispensaveis para o controle e a melhoria do processo.
Para a aplicacdo industrial de um possivel processo que envolva fluidos supercriticos, é
importante ter amplo conhecimento dos modelos que permitem correlacionar e extrapolar
os dados experimentais (LANGA et al., 2009).

A modelagem matematica de curvas globais da extracdo por fluido supercritico é
atil para a adimensionalizacdo de extratores, obtencdo de parametros que proporcionem a
ampliacdo de escala e dimensionalizacdo de equipamento para posterior analise de custos
que o processo pode gerar. Esse método tem sido empregado por varios autores para
reproduzir dados experimentais e, a partir deles, ajustar parametros que contribuirdo para a
simulacdo de processos extrativos em escalas e condi¢bes operacionais variadas
(MEZZOMO et al., 2009; CARVALHO JR., 2004; MOURA, 2004; MARTINEZ et al.,
2003).

Os modelos apresentados na literatura para descrever 0 processo de extracao
usando fluido supercritico mostram diferencas na quantidade de variaveis, portanto,
existem modelos menos ou mais complexos. Com o objetivo de gerar um resultado mais
confiavel, condizente com a realidade do processo extrativo, autores tém buscado reunir
em um unico modelo a maior parte das variaveis que mais influenciam no processo, como
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temperatura e pressdo, altura do leito, diametro do leito, didmetro da particula, rendimento
global.

Pouca informacdo é fornecida para lidar com a modelagem das curvas
experimentais dos compostos bioativos de microalgas (MENDES et al.,, 2006;
VALDERRAMA et al., 2008). Esta falta de informacdo pode ser explicada pelo fato dos
modelos encontrados nos estudos publicados terem sido desenvolvidos para descrever as
curvas de extracdo supercritica obtidos a partir de plantas e vegetais (sementes, folhas, etc.)
(OLIVEIRA et al., 2011) e, por outro lado, pelo fato da extracdo supercritica utilizando
CO, de moléculas de interesse a partir de microalgas ser um assunto de interesse crescente.

Os trabalhos mais recentes em relacdo a modelagem das curvas de extracdo de
compostos a partir de microalgas foram publicados por Mouahid et al. (2013) e Taher et al.
(2014), onde ambos os autores escolheram 0 modelo Sovova (1994; 2011), que redne um
grande numero de variaveis para descrever com maior precisdo as cinéticas obtidas
experimentalmente, levando em consideracdo a transferéncia de massa do processo em
questéo.

Nesta dissertacao, propde-se um estudo sobre a modelagem das curvas de extracéo
de lipideos a partir da microalga Desmodesmus sp. obtidas experimentalmente usando CO,
supercritico utilizando trés modelos empiricos, Esquivel et al. (1999); Reverchon & Sesti
Osseo, (1994) e Zekovi¢ et al. (2001), para os quais ndo ha dados na literatura envolvendo
estes modelos e biomassa similar.

3.10 Considerac6es sobre a Revisao Bibliografica

A extracdo supercritica de microalgas vém aumentando consideravelmente ao
longo dos anos, para extracdo de compostos de alto valor agregado, como por exemplo,
lipideos com atividade funcional ou para producdo de biodiesel, carotendides para
producdo de alimentos e farmacos, vitaminas e outros compostos.

Consegue-se concluir com a revisdo bibliografica apresentada que ndo existem
estudos envolvendo a microalga em questdo, principalmente no que diz respeito a
aplicacdo do fluido supercritico para conhecimento da composicdo da referida espécie,
assim como a modelagem matematica das curvas de extracdo para os modelos estudados
na dissertacao.

Com isso, tem-se a motivagdo para a realizagdo do presente estudo, contribuindo
para o conhecimento da composi¢cdo do extrato com a aplicacdo do fluido supercritico e
expondo mais uma matéria-prima promissora para a obtencdo de compostos bioativos,
como para a producéo de biodiesel.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Microalga

A microalga utilizada nesta dissertagdo foi a microalga Desmodesmus sp., fornecida
pelo Laboratério de Cultivo de Algas, da Universidade Federal de Santa Catarina. A
suspensdo foi centrifugada, desidratada parcialmente em estufa e mantida sob refrigeragéo
e ao abrigo da luz até sua utilizac&o.

4.1.2 Solventes

Os solventes utilizados nas extracfes foram o didxido de carbono (minimo de
pureza de 99,998%, White Martins e Air Products) e para extragdo convencional foi
hexano P.A. (misturas de isdmeros, Isofar). Para extracdo a frio foi utilizado cloroférmio
P.A. (Isofar) e metanol P.A (Isofar).

4.2 Metodologia Experimental
4.2.1 Pré-tratamento da biomassa
4.2.1.1 Secagem da amostra antes da extragdo supercritica

As amostras de Desmodesmus sp., cerca de 10 g de biomassa, foram secas em
estufa durante 20 minutos a 40 °C para retirar a umidade, a fim de que a agua ndo
provoque alteracGes no balango de massa do processo e para que ndo ocorra extracao de
agua em detrimento do 6leo da biomassa.

4.2.1.2 Célculo do diametro médio da particula

O diametro médio das particulas foi determinado de acordo com o didametro médio
de Sauter, como mostra a Equagéo (1).

1
d, = = ®
dpg

onde, m; é a fragdo massica retida na malha e dy;, o didmetro médio entre as malhas que
reteve e a que deixou passar, conforme apresentado na Equacéo (2):

dy+dg
dm:% (2)

O material usado nos experimentos de extragcdo, foram submetidos a uma analise
granulométrica. A biomassa foram peneiradas em peneiras da série Tyler, das quais foram
escolhidas as de numero 12, 20, 32, 42, 60 mesh, as quais foram colocadas em agitador de
peneiras (Bertel), com agitacdo moderada, durante 10 minutos, tempo para separacdo
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completa das particulas. A quantidade de massa retida em cada peneira foi pesada em
balanca.

4.2.2 Extracdo Convencional

Cerca de 10 gramas de biomassa microalgal foram colocadas em um cartucho de
celulose e alimentadas em um extrator. Em um baldo de 500 mL foram colocados 100 mL
de solvente, que foi aquecido em chapa aquecedora (Biomixer DB-1VAC), permanecendo
sob refluxo continuo.

O solvente evapora e se condensa sobre o material sélido. Neste processo, 0s
solutos sdo concentrados no baldo. Apds a destilacdo, os produtos foram direcionados para
um rotaevaporador (Fisatom 803), acoplado a uma bomba de vacuo (New Pump) para
evaporacdo do solvente a temperatura abaixo do seu ponto de ebulicdo. O solvente hexano
foi utilizado com uma relacdo de 1:10 e o tempo de extracdo foi de 5 horas.

4.2.3Planejamento experimental

A metodologia do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) consiste
em um grupo de procedimentos, estatisticos e matematicos, que podem ser usados no
estudo das inter-relagbes entre uma ou mais respostas, varidveis dependentes, com
inimeros fatores, variaveis independentes (MATTIETTO & MATTA, 2012). E uma
técnica estatistica baseada no emprego de planejamentos fatoriais, que tem sido usada com
grande sucesso na modelagem de diversos processos industriais (BARROS NETO et al.,
1996). Foi analisado estatisticamente o efeito de duas variaveis independentes, sendo que
os resultados da analise estatistica e os niveis das variaveis estdo dispostas na tabela 7.

Tabela 7 - Condigdes operacionais de temperatura e pressdo utilizadas nos experimentos
de extracdo do 6leo da microalga Desmodesmus sp. de acordo com o planejamento
experimental

Niveis codificados Niveis reais
Ensaio Temperatura (°C) Presséo (bar) Temperatura (°C)  Pressdo (bar)
1 -1 -1 50 160
2 1 -1 90 160
3 -1 1 50 440
4 1 1 90 440
5 -1,4142 0 40 300
6 1,4142 0 100 300
7 0 -1,4142 70 100
8 0 1,4142 70 500
9 0 0 70 300
10 0 0 70 300
11 0 0 70 300
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A temperatura e pressdo foram definidas como as varidveis independentes; Na
extracdo do Oleo da biomassa da Desmodesmus sp. foi utilizado um delineamento
composto central rotacional 2° incluindo 4 ensaios nas condicdes axiais e 3 repeticdes no
ponto central totalizando 11 ensaios.

4.2.3 Extracdo com CO; supercritico

O aparato experimental, como mostrado na Figura 3, para a extracdo dos 0Oleos
bioativos das microalgas com didxido de carbono supercritico se encontra no Laboratério
de Termodindmica Aplicada e Biocombustiveis (DEQ/UFRRJ) e € composto por um
extrator de aco inoxidavel 316S de 42 mL de volume, com telas de 260 mesh no topo e no
fundo para evitar a passagem de qualquer material, evitando o entupimento da linha. O
extrator foi acoplado a um banho termostatico (Tecnal) para controle da temperatura
durante o processo de extracdo. Uma bomba de alta pressdo (Palm modelo G100),
especifica para bombeamento de CO,, foi responséavel pela alimentacdo do solvente. A
vazdo de CO; foi de, aproximadamente, de 6,04 mL/min.

E
5
A
F
N
(]
K -

(&)

=N

Figura 3 - Esquema da unidade supercritica inserida no Laboratério de Termodinamica
Aplicada e Biocombustiveis, sendo A: Cilindro de CO,; B: Bomba de alta presséo; C:
Banho térmico; D: Extrator; E: Valvula micrométrica; F: Amostra; G: Medidor de vazdo
(Adaptado de MENDES, 2002).

O extrator foi alimentado com cerca de 10 g da biomassa microalgal e pérolas de
vidro foram adicionadas para evitar que a amostra fique empacotada em alguns pontos,
fazendo com que o CO, supercritico entre em contato com toda amostra para garantir
melhores rendimentos, apos sua alimentagdo, foi adicionado a linha da bomba de alta
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pressdo. O CO, que se encontra no cilindro é pressurizado por uma bomba de ar
comprimido para dentro do extrator, que se mantém totalmente vedado para que ndo haja
vazamento de gas e para que também possa ocorrer estabilizacdo da pressdo. Durante todo
0 processo, a bomba continua ligada para compensar a perda de CO, durante as
amostragens.

Os ensaios foram realizados seguindo o planejamento de experimentos com o
tempo méaximo de extracdo de 420 minutos, onde foi observada a saturacdo da curva de
extracdo. Foi utilizada a técnica de despressurizacao através de uma valvula micrométrica
que controla o fluxo e recolhe as amostras em tempos determinados. A amostragem variou
de acordo com a condi¢do experimental, visto que a extracdo pode ser mais lenta ou mais
rapida.

Para as condicdes de 100, 160 e 500 bar, a mesma foi realizada a cada 20 minutos
até o esgotamento da extragcdo. Para a condicdo de pressdes 300 e 440 bar, observou-se a
presenca de extrato jA em 10 minutos e a amostragem, entdo, foi realizada considerando
esse intervalo. Por ser um processo dinamico, em intervalos de tempo, foram promovidas
coletas em tubo polipropileno, previamente pesado, através de uma valvula micrométrica
Apos cada coleta, o tubo foi mantido imerso em um banho com gelo para que nédo
houvesse degradacdo do extrato. A cada coleta realizada, é feita a pesagem da amostra de
6leo extraido em balanca analitica para o estudo da cinética de extracéo.

4.2.4 Andlises Cromatogréficas

As analises cromatogréficas foram realizadas no Laboratério Quimica Orgénica, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

4.2.4.1 Derivatizacdo do 6leo da microalga Desmodesmus sp.

Existem véarias metodologias para derivatizar amostras contendo acidos graxos,
sendo a mais usual as reacGes de metilacdo usando trifluoreto de boro em solucdo de
metanol (BFs-metanol) (METCALFE et al., 1966). Para analise dos &cidos graxos totais
presente no Oleo da microalga Desmodesmus sp. foi necessario inicialmente a
saponificacdo e posterior esterificacao.

A transesterificacdo foi realizada a partir de 25 mg de amostra de 6leo da microalga
Desmodesmus sp., que foi tratada com 1,5 mL de uma solucdo NaOH 0,5N. A mistura
reacional foi agitada e aquecida a 100 °C durante 5 min. Apds esse tempo, a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente, adicionou-se 2 mL do reagente de esterificacdo
BFs/metanol (14%) e aqueceu-se a 100 °C durante 5 min. A mistura foi novamente
resfriada, seguido pela adicdo de 1 mL de n-hexano e 5 mL de solucdo saturada de NaCl e
agitou-se cuidadosamente. A fase organica foi separada da fase aquosa em um tubo de
vidro limpo e repetiu-se novamente o processo de extracdo com 2 mL de n-hexano. As
fases de n-hexano foram reunidas, secas com fluxo de nitrogénio e armazenadas sob
refrigeracdo e ao abrigo da luz até o0 momento da analise qualitativa por cromatografia em
fase gasosa.

4.2.4.2Caracterizacédo dos ésteres metilicos presentes no 6leo Desmodesmus sp.

A analise dos ésteres metilicos foi realizada através das injecdes das amostras e
padrbes (1 pL) em cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). Os
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padrdes foram devidamente pesados (1 mg) e dissolvidos em diclorometano (5 mL). Para
as analises utilizou-se um cromatdgrafo a gas (Agilent, modelo: HP-5890 — Series 1), com
detector de ionizagdo de chama a 280°C e injetor com divisdo de fluxo a 250 °C, a uma
razdo de 1:30 para o volume de injecdo de 1uL. A coluna capilar utilizada foi a 5%
fenilmetilpolisiloxano (Factor Four - VF-5ms; 30 m x 0,25 mm d.i. X 0,25 um d.f., Varian)
e 0 hélio foi o gas de arraste, em fluxo de 1 mL.min™® (Pressdo: 12 psi). 280 °C. A
temperatura da coluna iniciou-se a 140 °C, por 1 minuto, seguida de taxa de aquecimento
de 5 °C min™ até 290 °C, onde permaneceu durante 10 minutos.

Apbs a obtengdo dos cromatogramas, os ésteres metilicos foram determinados
através da comparagdo dos seus tempos de retencdo com aqueles obtidos pela injecdo de
padrdes de ésteres metilicos auténticos (Sigma-Aldrich®) sob as mesmas condicdes
cromatograficas, sendo eles: C14:0, C15:0, C16:0, C18:0, C18:1 C18:2, C18:3, C20:.0 e
C23:0, que teve o proposito de identificar a concentracdo de cada uma das amostras
extraidas .

4.2.5 Composicdo quimica da microalga Desmodesmus sp. ap0s o processo de extracao
com fluido supercritico

Para avaliacdo da composi¢do quimica da microalga Desmodesmus sp. foram
selecionados cinco pontos do planejamento de experimentos, sendo eles: 160 bar — 50 °C;
160 bar — 90 °C; 300 bar — 70 °C; 440 bar — 50 °C e 440 bar — 90 °C, além da amostra in
natura.

Foram realizadas as seguintes andlises para a caracterizagcdo da composic¢ao quimica
da Desmodesmus sp.: umidade, proteina, lipideos, fibras e residuo mineral, de acordo com
as metodologias do Instituto Adolfo Lutz (2005). Os ensaios foram realizados em
triplicata, com excecao da anélise de fibras, em virtude da pouca quantidade de amostra.

As analises foram feitas no Laboratorio de Pesquisas em Frutas e Hortalicas no
Instituto de Nutricdo e no Laboratério de Controle Bromatoldgico, no Instituto de
Farmécia, ambos na Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.2.5.1 Determinacdo da umidade

A umidade da biomassa microalgal foi determinada em estufa a 105 °C por 6 horas.
Pesou-se, aproximadamente, 0,5 gramas da amostra em balanca analitica (Shimadzu,
modelo AUY?220) em pesa-filtros, sendo em seguida transferida para estufa (Brasdonto,
modelo 3). Apds, as amostras eram retiradas da estufa e pesadas, até se obter peso
constante. O percentual de umidade foi determinado através da diferenca entre a massa da
amostra antes e ap0s secagem.

4.2.5.2 Determinacao de proteinas

A determinacdo de nitrogénio total (NT) proposta por Kjeldahl em 1883 tem como
objetivo determinar indiretamente o teor de proteinas em varias amostras biologicas, assim
como o nitrogénio total em plantas para avaliagdo do estado nutricional (YASHURA &
NOKIAHARA, 2001; NOGUEIRA & SOUZA, 2005).

Este método baseia-se na decomposi¢cdo da matéria organica através da digestdo da
amostra a 350 °C com acido sulfarico concentrado, na qual todo o nitrogénio da amostra é
transformado em sulfato de amonio, que é tratado com solugdo de hidréxido de sodio 40%
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formando aménia (volatil), que é recolhida em solucdo de &acido borico 4%, que €
quantificado volumetricamente utilizando &cido cloridrico 0,004 N. As reacfes ocorrem
em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacao.

A proteina é calculada através de um fator de conversdo (baseado no percentual
médio de nitrogénio nas proteinas dos alimentos).

4.2.5.3 Determinacdo de lipideos

A metodologia e o resultado obtido foi 0 mesmo apresentado no tdpico 4.2.2 usando o
método de Sohxlet.

4.2.5.4 Determinacao do residuo mineral fixo (RMF)

O teor de cinzas da microalga Desmodesmus sp. foi determinado com,
aproximadamente, 1 grama de amostra que foi pesada em cadinhos de porcelana e levada a
mufla (Fornitec) na temperatura de 550 °C até que ndo houvesse mais pontos pretos no
residuo calcinado. Os cadinhos foram retirados da mufla e colocados no dessecador para
esfriar por pelo menos 30 minutos. Apds, o cadinho foi pesado novamente e o percentual
RMF foi determinado através da diferenca entre a massa da amostra antes e apés a
incineracéo.

4.2.5.5 Determinacao de fibras solUveis

Para a analise de determinacdo de fibras foram pesados, em um erlenmeyer, cerca
de 0,5 gramas de amostra. Apo6s, foi adicionado 50 mL de &gua destilada e colocado em
uma chapa aquecedora até a ebulicéo.

O material foi filtrado e acidificado com HCI (solucédo de 1:1), até o alcance de pH
2,5 e filtrado. Em seguida foi adicionado no filtrado etanol 1:1 e deixado por 7 dias. Ap6s
foi filtrado novamente e colocados na estufa por 24 horas. Em seguida, foi colocado no
dessecador por 30 minutos, pesado e colocado na mufla por 5 horas. Depois foi colocado
no dessecador por mais 30 minutos e pesado.

O célculo da porcentagem é feito pela relacdo de grama de fibras pela quantidade
de amostra.

4.2.5.6 Determinacéo de carboidratos
A determinacdo de carboidratos foi quantificada pelo metdédo de NIFEXT (extrato
livre de nitrogénio). A quantidade total de carboidratos (TC) foi obtida subtraindo de 100%
e o resultado encontrado representa a fragdo glicidica do produto, conforme apresentado na
Equacéo 3.
TC = 100 — (% wnidade + % RMF + % lipideos + % proteinas + % fibras) 3

4.2.7 Modelagem Matemética

4.2.2.7 Modelo de Esquivel et al. (1999)
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A teoria do modelo de Esquivel et al. (1999) foi proposta anteriormente por Naik &
Lentz (1989) que observaram que as curvas de extracdo de plantas e sementes eram
semelhantes as isotermas de adsor¢do de Langmuir. Esquivel et al. (1999) propuseram este
modelo para descrever curvas de extracdo globais e por ser um modelo empirico, ndo
considera interagcdes entre o soluto e a matriz sélida e tem apenas dois pardmetros de
ajuste,conforme apresentado na Equacdo 4.

e =€ (L) 4)

B+t

sendo e a razao entre a massa de 6leo recuperada em funcdo do tempo (t) e a massa inicial
(M) de carga livre de soluto; ejinm 0 parametro ajustavel, que representa o valor de “e” para
um tempo infinito de extracdo e b o parametro ajustavel dependente da vazdo massica,
temperatura e pressao, e ndo possui significado fisico.

O parametro e;im pode presumidamente depender apenas do material a ser extraido,
desde que este seja igual ao contetdo inicial de éleo do mesmo, e, ao se plotar a curva de
rendimento (e) pelo tempo, a divisao “ejin/b” representa a inclinagdo inicial da curva de
extragéo.

O desvio relativo medio (DRM %) foi calculado através da Equacéo 5, sendo Ney, 0

namero de pontos experimentais utilizados.

DRM, = ':-.I}I} Z ‘(':s sxperimental)— (& GE:GH:E&'G})‘ (5)
Nexp

g sxparimental

4.2.7.2 Modelo de Reverchon & Osseo (1994) e 0 Modelo de Zekovié et al. (2003)

O modelo proposto por Reverchon & Osseo (1994) foi utilizado para calcular o
rendimento em Oleo da extracdo supercritica do 6leo de manjericdo, como apresentado na
Equacéo 6.

Y = 100|1 —exp;._—_s-_]_v—?f— (6)
W

kpe;

Sendo,
Y rendimento normalizado da extragao (%);
¢ porosidade do leito do material;
V o volume do extrator (m®);
p densidade do fluido (kg/ m®);
W vazdo de solvente (kg s™);
K, Coeficiente de parti¢cdo volumétrica do extrato entre a fase solida e fluida no equilibrio;
ti Tempo de difuséo interna (s);
t Tempo de extragéo (s).
Assumindo que (1-g) Vp/ W << Kkpt;ja expresséo pode ser negligenciada e a equagéo
é modificada para a Equacéo 7, forma final do modelo do de Reverchon & Osseo (1994).

Y =100 [1— exp ] (7

E
£
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Rendimento de extracdo normalizado (Y) pode ser calculado conforme mostrado na
Equacéo 8.

Y =100 x —— (8)

¥max
Sendo,
y rendimento de extracao;
Ymax rendimento méximo de extracéo.
A fim de evitar a avaliacdo do tempo de difusdo interna, a equacdo 7 pode ser
modificada, assumindo que para certos sistemas de extracéo t; pode ser considerada como
uma constante, deste modo, a Equacgéo 9 pode ser descrita como:

¥ = 100 [1— exp(at + b)] 9)
A equacdo é conhecida como forma modificada do modelo de Reverchon & Osseo,
por Zekovi¢ et al. (2003).

O desvio relativo médio (DRM %) foi calculado através da Equacao 5, apresentada
anteriormente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Pré tratamento da Biomassa

Segundo Pereira e Meireles (2010), a agua presente na matriz vegetal compete com
o0 soluto na interacdo com o solvente, diminuindo assim o rendimento do processo. Por esta
razdo, a secagem do material vegetal é recomendada.

Nas extracdes em que foi utilizada a biomassa Umida, nos testes iniciais, foi
observado no extrato uma grande quantidade de &gua. Diante disso, antes das extragoes, a
biomassa devidamente pesada, cerca de 10 g, era colocada em estufa durante 20 minutos a
40 °C, para retirada da umidade da amostra. Todas as amostras do planejamento de
experimentos passaram pelo mesmo procedimento.

O tamanho de particula do material é outro ponto que interfere no rendimento da
extracdo, pois em geral a taxa de extracdo aumenta com a diminuicdo do tamanho de
particula da matriz s6lida, uma vez que ocorre um aumento da area disponivel para a
transferéncia de massa (CASSEL et al., 2008; PEREIRA & MEIRELES, 2010);

Apos a caracterizacdo granulométrica foi utilizada para os experimentos a biomassa
microalgal com o didmetro médio de Sauter de 0,861 pum.

5.2 Extracdo com CO, supercritico

A viabilidade técnica da extracdo de Oleo da Desmodesmus sp. com didxido de
carbono supercritico em diferentes condicbes de pressdo e temperatura foi investigada. O
rendimento experimental (€%) foi calculado de acordo com a Equacéo 10.

massa extraida
e% = (10)

massa de carga livre de seluto

Sendo massa extraida a massa de 0leo extraido e massa de carga livre de soluto a massa da
microalga sem a presenca do 6leo.

Para o calculo da massa de carga livre de soluto, foi necessaria a percentagem de
6leo extraido no método convencional soxhlet, utilizando hexano como solvente. A partir
da realizacdo desse experimento, obteve-se o valor de 16,73% de 6leo extraido. Na Tabela
8 podem-se observar os rendimentos encontrados para todas as condi¢cdes experimentais
estudadas.

Um maior rendimento de 6leo foi observado quando foram utilizadas as pressfes
mais elevadas. Tal comportamento esta relacionado ao aumento da densidade do fluido
supercritico e, consequentemente, ao poder de solvatacdo, ocasionados pela elevacdo da
pressdo, a temperatura constante, durante os experimentos.

J& o efeito da temperatura na densidade € mais complexo; pode-se afirmar que, a
pressdo constante, um aumento na temperatura leva a uma diminuicdo na densidade do
solvente supercritico. Mudangas na temperatura, além de influenciarem na densidade do
solvente, também influenciam na pressao de vapor e na energia cinética das moléculas de
soluto. Em temperaturas proximas do ponto critico, o efeito da diminuigdo da densidade do
solvente supercritico é mais pronunciado (ROSA et al., 2009; PEREIRA & MEIRELES,
2010).

A pressao de vapor do soluto aumenta com a temperatura e tende a aumentar a
solubilidade do mesmo, enquanto que a temperatura tem um efeito contrario sobre a
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densidade do solvente e a solubilidade do soluto. Isto pode ser observado na condigédo de

300 bar — 100 °C, onde foi obtido o maior o rendimento em 6leo (3,34

27%).

Tabela 8 - Resultados experimentais de rendimento de extracdo com CO, supercritico

Niveis codificados Niveis reais
Pressao Pressao Rendimento
Ensaios  Temperatura (°C) (bar) Temperatura (°C) (bar) (e%0)
1 -1 -1 50 160 0,0372
2 1 -1 90 160 0,0336
3 -1 1 50 440 0,4143
4 1 1 90 440 2,5866
5 -1,4142 0 40 300 0,1957
6 1,4142 0 100 300 3,3427
7 0 -1,4142 70 100 0,0600
8 0 1,4142 70 500 3,1038
9 0 0 70 300 0,1897
10 0 0 70 300 0,1489
11 0 0 70 300 0,1356

Nas Figuras 4, 5 e 6 sdo apresentadas as curvas de extracdo para todas as pressoes e
temperaturas investigadas. As curvas relacionam rendimento (e%) em fungdo do tempo
(minutos) da extracdo. Observa-se que o tempo final de extracdo variou conforme as
diferentes condicOes de pressdo e temperatura. Conforme dito anteriormente, a extragdo

méaxima durou 420 minutos na condicdo de 500 bar — 70 °C.

O 300 bar - 100 °C

O 440 bar - 90 °C
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Figura 4 - Curvas de extracdo nas condic¢oes de 300 bar - 100 °C, 440 bar - 90 °C e 500

bar- 70°C.
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Figura 5 - Curvas de extracdo nas condic¢des de 300 bar - 40 °C, 300 bar - 70 °C e 440 bar-
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Figura 6 - Curvas de extracdo nas condig¢des de 100 bar - 70 °C, 160 bar - 50 °C e 160 bar-
90°C.

Alguns trabalhos da literatura relatam comportamento semelhante aos obtidos
experimentalmente nesta dissertagdo, ndo com a microalga de estudo, mas com outras
espécies.

Mendes et al. (1995) extrairam lipidios da microalga Chlorella vulgaris com CO;
supercritico e observaram 0 mesmo comportamento nas temperaturas de 40 e 55 °C e nas
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pressdes de 200 e 350 bar, onde na pressdo e temperatura mais elevada, maior foi o
rendimento em lipideos.

Mendes et al. (2003) descreveram que, a temperatura constante, a microalga
Dunaliella salina apresenta um maior rendimento com o aumento da pressdo. No entanto,
o efeito da temperatura ndo é muito significativo para certos intervalos de pressdes, exceto
a 200 bar, em que um aumento na temperatura leva a uma diminuicdo no rendimento de
carotenoides extraidos.

Thana et al. (2008) investigaram a extracdo do carotenoide astaxantina em H.
pluvialis, onde o melhor rendimento obtido foi na condi¢éo de 500 bar e 80°C durante 4
horas de extracdo, alcangado um rendimento de astaxantina de 11,42 mg/0,5g.

Segundo Palavra et al. (2011), em extracdes supercriticas usando CO, com algumas
microalgas realizadas a 39 °C e pressdes de 125, 200 e 300 bar, foi observado que o
contetdo extracelular, como exemplo, hidrocarbonetos foram rapidamente extraidos, ao
contrario do intracelular, como exemplo, lipideos.

Taher et al. (2014) utilizaram um planejamento de experimentos onde as variaveis
eram: pressdo (bar), temperatura (°C) e vazdo de CO, (g min™). Eles observaram que o
maior rendimento em 6leo foi na condicéo de 500 bar, 50°C e uma vazdo de 1,92 g min™,
obtendo um rendimento em 6leo de 7,34 % (g ¢ie0 9 1 biomassa)-

A influéncia das duas variaveis, temperatura e pressao, foi estatisticamente
investigada sob 95% de nivel de confianga (p < 0,05). Os coeficientes lineares e
quadréaticos das variaveis estudadas e as suas interacfes, erro padrdo, significado de cada
coeficiente determinado pelo p-valor e os valores da analise de variancia (ANOVA) estdo
listados na Tabela 9.

Tabela 9 - Os coeficientes de regressdo da DCCR e andlise de variancia

Coeficiente de

Fatores x Erro padréo p — valor
regressdo
Temperatura (L) 0,828248 0,253706 0,022332
Temperatura (Q) 0,578032 0,302737 0,114482
Pressédo (L) 0,905147 0,253706 0,016083
Presséo (Q) 0,483972 0,302737 0,170791
Temperatura por Pressdo 0,543750 0,358260 0,189532
ANOVA
Soma quadratica  Graus de liberdade Média quadratica F-calculado
Regr}esséo 11,3032 2 5,6515 6.51
Residuo 6,9351 8 0,8668 ’
Total 18,2382 10

Os valores de p dos coeficientes de regressao sugerem que a pressao e temperatura,
com um fator linear, foram significativas (p < 0,05). Este resultado corrobora os resultados
experimentais anteriormente apresentados na Figura 6, em que as melhores condicOes
operacionais ocorreram em pressdo e temperaturas mais elevadas. Um modelo de primeira
ordem foi estabelecido, Equagdo 11, com base na ANOVA descrito que o rendimento (e%)
em Oleo da microalga Desmodesmus sp. € uma funcdo das variaveis independentes
significativas (presséo, y e temperatura, X).
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e (%)= ,8282+x + ,9051=#y

(11)

O valor de F-calculado (6,51) maior que o de F-tabelado (4,45), mostra que o
modelo é valido e apropriado para representar as relacbes entre 0s parametros
selecionados, com isso a superficie de resposta e o grafico de pareto foram gerados (Figura

7 e 8) para uma melhor visualizacdo da influéncia da pressdo e temperatura sobre o
rendimento da extracdo do 6leo da Desmodesmus sp.

=

SEXXERD
SAXX IO
0 (B0

=

“‘2‘ ‘ STAATS

AWy

o AR
L @ o= om bt

=5

=475
Bl <375
C =278
e =175
<075
=025

Figura 7 - Superficie de resposta do rendimento do 6leo da microalga Desmodesmus sp.
em funcéo da pressdo e da temperatura

(2)Pressdo(L) -3,563?75

(1) Temperatura(l)

Temperatura(Cl) 1,910811
Prassdo(Q) 1,60002
1Lby2L 1,518200

p=,05

Figura 8 - Grafico de pareto da extracdo do 6leo da microlga Desmodesmus sp.em funcao
da presséo e do tempo.
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5.3 Analises Cromatograficas

O o6leo da microalga Desmodesmus sp. extraido por CO, supercritico foi analisado
em um cromatografo gasoso e os resultados em concentracdo (%) da composicao de acidos
graxos podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10 - Composicéao de acidos graxos presentes no 6leo da microalga Desmodesmus
sp. em diferentes métodos de extracédo

160 160 440 440 300 300 100 500 300

Ac. Graxos bar bar bar bar bar bar bar bar bar  Soxhlet
50°C 90°C 50°C 90°C 40°C 100°C 70°C 70°C 70°C

C14:0 1,046 1,102 14,316 0,356 0,402 0,307 0,99 1,958 0,25 1,105
C15:0 - - - - 0,126 - - - 0,111 -
C16:0 40,506 26,572 1,01 10,889 10,075 0,205 42,604 7,654 7,547 8,387
C18:0 23,061 9,022 0,786 0,745 0,094 0,889 24,812 1,747 0,586 1,143
C18:1 2,554 1,372 0,637 1,188 29,485 1,03 - 1,091 20,036 31,24
C18:2 - 6,573 15,103 32,531 - 32,658 0,662 27,096 6,363 10,78
C18:3 1654 019 0,854 0608 0,864 5319 0,299 3,676 0,014 12,448
C20:0 - - 1,37 - 0,102 - - - 0,137 -
C23:0 - - - - - - - - 0,66 -

Saturados 64,613 36,696 17,482 11,99 10,799 1,401 68,412 11,359 9,291 10,635
Insaturados 4,208 8,141 16,594 34,327 30,349 39,007 0,961 31,863 26,413 54,468
Né&o-identificados 31,179 55,163 65,924 53,683 58,852 59,592 30,627 56,778 64,296 34,897

Os resultados mostram que os acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estearico
(C18:0), oléico (C18:1) e y-linolénico (C18:3) sdo os mais abundantes no Oleo da
Desmodesmus sp., além de apresentar que, conforme a pressdo aumenta, maior é a
concentracdo (%) dos &cidos graxos insaturados.

Entre os varios acidos graxos constituintes dos lipideos das algas, talvez o mais
importante sejam 0s acidos graxos poliinsaturados e dentro desse grupo, os &cidos graxos
essenciais sdo: linoléico (C18:2), y-linolénico (C18:3), aracddnico e o eicosapentoendico.
Com excecdo do acido linoléico, os demais sdo raros nos alimentos convencionais
entretanto, certas algas contém em grandes concentracdes (PAOLETTI, 1980).

Os resultados apresentados sdo similares com os encontradas na literatura, como
por exemplo, Cheung et al. (1998) mostraram que os melhores rendimentos de acidos
graxos 6mega-3, ocorreu a baixas temperaturas e altas pressbes. Ja, Cheung (1999)
mostrou que, sob baixas pressdes, mais acidos graxos saturados sdo extraidos. Em
contraste, quando a pressdo é aumentada, a percentagem de acidos graxos insaturados
aumenta na fase de extracao.

A influéncia das duas varidveis, temperatura e pressdo foram estatisticamente
investigada sob 95% de nivel de confianga (p < 0,05) na concentragdo (%) de acidos
graxos. Os coeficientes lineares e quadraticos das variaveis estudadas e as suas interagoes,
erro padrdo, significado de cada coeficiente determinado pelo p-valor e os valores da
analise de variancia (ANOVA) estdo listados na Tabela 11.

Os valores de p dos coeficientes de regressdo sugerem que a pressao, com um fator
linear, a pressdo e temperatura com um fator quadratico e suas interagdes, foram
significativas (p < 0,05).
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Tabela 11 - Os coeficientes de regressdo da DCCR e anélise de variancia

Coeficiente de

Fatores < Erro padréo p — valor

regressao
Temperatura (L) -1,60307 0,635340 0,020724
Temperatura (Q) 2,52638 0,758126 0,000035
Pressdo (L) -8,79340 0,635340 0,000038
Pressao (Q) 10,33257 0,758126 0,000163
Temperatura por Pressdo 9,05625 0,897169 0,020724

ANOVA
Soma quadratica Graus de liberdade ~ Média quadratica  F-calculado
Regressao 602,9297 1
Redo  ariems : ORI
Total 1580,9015 10 ’

Nesse caso, todas as variaveis, tanto com suas contribui¢des lineares quanto
quadraticas, foram significativas para a extracdo dos acidos graxos apresentados.

O valor de F-calculado (5,54) maior que o de F-tabelado (5,11), mostrando que o
modelo ¢é véalido e apropriado para representar as relacBes entre 0s parametros
selecionados, com isso a superficie de resposta foi gerado (Figura 9) para uma melhor

visualizacdo da influéncia da pressdo e temperatura sobre a extracdo de acidos graxos do
6leo da Desmodesmus sp.
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Figura 9 - Superficie de resposta da concentracdo (%) em acidos graxos da microalga
Desmodesmus sp. em funcgéo da pressao e da temperatura.

Em comparacdo ao rendimento em 6leo, a extracdo por soxhlet se mostrou superior
a extracdo supercritica, mas em contrapartida a extragdo supercritica se mostrou eficiente e
seletiva quanto a extracdo dos &cidos graxos. A extracdo por soxhlet obteve o total da
concentracdo de acidos graxos de 65,103%, enquanto que na extracdo supercritica nas
condigdes operacionais de 100 bar — 70 °C e 160 bar — 50 °C, apresentaram,
respectivamente, o total de 69,373% e 68,821%. Os resultados se diferem dos obtidos do
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rendimento em Oleo, onde nas maiores pressdes e temperaturas, maiores foram os
rendimentos e 0leo. Provavelmente, nessas condi¢cdes operacionais, outros compostos mais
pesados estdo sendo extraidos em detrimento dos acidos graxos e isso pode ser facilmente
explicado pela alta condicédo de pressdo, que favorece a solubilidade desses compostos.

Barros, Assis e Mendes (2014) justificam que a extragdo por soxhlet, utilizando o
hexano, a temperatura (69 °C) e indice de polaridade (P= 2,7), propicia a extracdo de
maiores quantidades de substancias apolares e também de outras menos apolares de forma
indiscriminada. Por se tratar de um solvente apolar de peso molecular superior ao do CO,
utilizado na extragdo supercritica, favorece o aumento do rendimento, porém com menor
grau de pureza. Na extracdo com CO, supercritico, o controle das condigbes operacionais
pode proporcionar um menor rendimento, porém uma maior seletividade em relacdo aos
compostos extraidos.

A composicdo de &cidos graxos obtidos da microalga Desmodesmus sp. se
assemelha com os resultados obtidos na literatura, inclusive em relacdo a outras microalgas
distintas da usada nesse trabalho. Cada microalga contém um 6leo com uma dada
composicdo em acidos graxos, mas tal 6leo, em geral, é composto de &cidos graxos 14:0-
20:0 com altas fracOes de 16:0, 18:1 (6mega-9), 20:4 (6mega-6), e 20:5 (dmega-3). No
entanto, gracas a seletividade do CO, supercritico, € possivel modificar ligeiramente a
composic¢do do oleo.

5.4 Composi¢do quimica da biomassa apo6s a extragdo com fluido supercritico

A avaliacdo da composicao quimica de microalgas Desmodesmus sp. foi feita com
a amostra “in natura”, para comparar com as amostras ap0s a extracdo supercritica. Os
resultados da analise da composicdo quimica ap6s a extragdo com CO, supercritico sao
mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados da composi¢do quimica, em percentagem, da biomassa apos
submetidas a extracdo supercritica

Amostras Umidade RMF Lipideos Proteinas Fibras Carboidratos

In natura* 10,70 16,04 16,73 42,44 0,011 14,08
160 bar - 50 °C 8,02 6,50 16,696 41,05 0,007 27,73
160 bar - 90 °C 7,73 6,53 16,698 39,75 0,002 29,29
300 bar - 70 °C 6,40 6,68 16,573 37,41 0,003 32,93
440 bar - 50 °C 10,65 6,07 16,316 38,7 0,006 28,25
440 bar - 90 °C 7,63 6,11 14,144 34,76 0,003 37,36

Os resultados mostram que, apds a extracdo, a biomassa permanece com elevados
niveis de proteina e carboidratos, apresentando-se a como um potencial em nutracéuticos,
alimentos para animais ou para bio-fertilizantes.

O teor de lipideos apresentado na Tabela 12 foi obtido subtraindo-se o contetido
total de 6leo presente na biomassa extraida pelo método convencional, menos o contetdo
lipidico extraido no CO, supercritico.

Muitos autores estudaram o melhor destino para a biomassa residual e em geral,
apos a extracdo do 0leo, a mesma segue para producdo de biodiesel. Com isso, ndo ha
estudos que tratam da reutilizacdo desse tipo de residuo apos a extragdo supercritica, que
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pode ser aplicado em estudos de alimentos, cosméticos e farmacéuticos, principalmente
devido ao fato de que a biomassa esta livre de solventes organicos.

Verdugo e Rubilar (2014) relataram que existem muitos estudos que utilizam a
biomassa residual a partir de microalgas, devido ao fato do teor de proteinas e de
carboidratos serem presentes no residuo. Sdo usados, principalmente, para alimentacdo
animal e focaram em seus estudos na utilizacdo de concentrado de proteina de B. braunii
para produzir fibras.

Lee et al. (2013) investigaram o reuso apos cultivo fotoautotrofico da microalga D.
tertiolecta LB999. As composi¢des de carboidratos, lipideos, proteina, cinzas e a umidade
da biomassa D. tertiolecta foram 37,8, 20,6, 25,5, 9,6 e 6,5% (m/m), respectivamente. Os
autores indicaram que os lipideos da biomassa residual foram completamente extraidos por
cloroférmio e metanol e a percentagem dos carboidratos totais da biomassa residual, apés a
extracdo de lipideos, foi de 51,9%, aproximadamente (m/m). Estes autores também
estudaram a utilizacdo desta biomassa residual para producdo de bioetanol a partir dos
produtos de sacarificagdo enzimética por S. cerevisiae YPH500, apresentando resultado
positivo no processo fermentativo.

Ramos-Suérez et al. (2014) investigaram os amino&cidos extraidos pela microalga
Scenedesmus sp. e os residuos avaliados foram o substrato para a digestdo anaerébia. Os
autores afirmam que se consegue extrair 59% do total de aminoacidos em proteinas.

Nos ultimos anos, vém crescendo os estudos a fim de reutilizar o residuo da
biomassa microalgal de maneira sustentavel, ja que tem um grande potencial em diversas
areas.

5.5 Resultado dos modelos de Esquivel et al. (1999), Reverchon & Osseo (1994) e
Zeokovié et al. (2003)

A seguir sdo apresentados os resultados do modelo empirico de Esquivel et al.
(1999). A estimacdo dos parametros do modelo de Esquivel et al. (1999) foi realizada
através do programa Statistica. O rendimento calculado (ecaiculado%) € 0 desvio (DRM%)
foram calculados através das Equacdes 5 e 6, respectivamente.

Os valores dos rendimentos calculados e dos respectivos desvios podem ser vistos
na Tabela 13.

Tabela 13 - Rendimento calculado, os parametros e desvio relativo obtido para o modelo
de Esquivel et al. (1999) nas diferentes condicGes de pressdo e temperatura

Ensaios Pressdo (bar) Temperatura (K) ecaiculado €lim b DR (%)
1 160 323 0,0365 0,10954 159,9391  3,6976
2 160 363 0,0318  0,0358 12,5926  4,5514
3 440 323 0,3655  0,8598  283,9498 7,0275
4 440 363 2,6359 48185  206,9947 6,0219
5 300 313 0,740  0,3023  110,5831 14,0743
6 300 373 3,4524 69,35589 5089,298 2,1742
7 100 343 0,0644  0,1721  233,9638 4,1439
8 500 343 3,2176 16,2384 1699,6610 5,5364
9 300 343 0,1615 0,4635  224,3296  3,3272
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O modelo de Esquivel et al. (1999), aplicado a esse trabalho, conseguiu representar
toda a curva de extracdo, tanto a parte rapida, quanto a parte mais lenta da curva. Os

desvios variaram de 2, 1742% a 14,3327%.

Nas Figuras 10, 11 e 12 pode-se observar que o modelo se ajusta bem aos

resultados obtidos experimentalmente.
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0.06 Esguivel et al., {1009}
& 160 bar- $0°C
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Figura 10 - Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Esquivel et al.

(1999), a 100 — 70 °C, 160 bar — 50 °C e 160 bar — 90 °C.
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Figura 11 - Curvas de extracao experimental e predita pelo modelo de Esquivel et al.

(1999), a 300 — 40 °C, 300 bar — 70 °C e 440 bar — 50 °C.
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Figura 12 - Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Esquivel et al.
(1999), a 300 — bar e 100 °C; 440 bar — 90 °C e 500 bar — 70 °C

Nos trabalhos que estudaram o modelo de Esquivel et al. (1999) com extracdo de
compostos usando fluido supercritico, como o de Pereira (2009) e o reportado por Silva et
al. (2008), os valores de e, foram baixos, para algumas condi¢cdes operacionais. No caso
do ejim deste trabalho, também foram baixos com excec¢do da condigédo de 300 bar e 100 °C.

Pereira (2009) relata que ao contrario do que foi observado por Esquivel et al.
(1999), o parametro e, também sofreu variacbes com a temperatura e a pressao. A
comprovacao dessa variacao € a diminuicao do ey, a pressao constante, com o aumento da
temperatura. Essa dependéncia também foi observada em SILVA et al. (2008).

A estimacdo dos parametros dos modelos de Reverchon & Osseo (1994) e Zekovié
et al. (2003), foram realizadas através do programa Statistica. O rendimento normalizado
calculado (RNcaiculado?0) € 0 desvio (DRM %) foram calculados através das Equactes 8 e 5,
respectivamente.

Ambos os modelos aplicados a esse trabalho, Reverchon & Osseo (1994) e Zekovic¢
et al. (2003), se ajustaram bem ao inicio da curva de extracdo. Os desvios para 0 modelo
Reverchon & Osseo (1994) variaram de 7,0281% a 39,1126%.

Os valores dos rendimentos experimentais e dos respectivos desvios podem ser
vistos na Tabela 14.

Pode-se observar que a estimacdo dos valores de tempo difusional (tj), sdo
assertivos com o comportamento experimental, como pode ser visto nos gréaficos
apresentados anteriormente (Figuras 4,5 e 6).

Vale ressaltar que o tempo difusional pode ser definido como o tempo lento da
extragdo, onde a difusdo a ser facilmente acessivel e o soluto esta esgotando.
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Tabela 14 - Rendimento normalizado calculado, o parametro e desvio relativo obtido para
0 modelo de Reverchon & Osseo (1994) nas diferentes condicdes de pressao e temperatura

Pressao

Ensaios (bar) Temperatura (K)  RNcajcuiado (%0) ti(h) DR (%)
1 160 323 87,1944 0,6487  8,8588
2 160 363 98,8730 1,2572  7,0281
3 440 323 82,2793 2,0226  6,4589
4 440 363 92,1626 1,6363  7,3116
5 300 313 86,3105 1,2572 14,6564
6 300 373 81,7891 2,6421 39,1126
7 100 343 87,6577 1,1152  9,3098
8 500 343 85,8721 3,5768 15,3697
9 300 343 88,5017 0,9219 11,7048

Os desvios para 0 modelo Zekovi¢ et al. (2003) variaram de 3,7892% a 39,1126%.
Os valores dos rendimentos experimentais e dos respectivos desvios podem ser vistos na

Tabela 15.

Tabela 15 - Rendimento normalizado calculado, o parametro e desvio relativo obtido para
o modelo de Zekovi¢ et al. (2003) nas diferentes condicOes de presséo e temperatura

Pressao

Temperatura

Ensaios (bar) (K) RNcacutado (%0) a b DR (%)
1 160 323 90,1272 -1,9143 0,2369 7,0654
2 160 363 95,1885 -1,4526 -0,6131 5,0234
3 440 323 92,6016 -0,5001 0,0093 8,8442
4 440 363 86,0728 -0,6336 0,0035 29,9186
5 300 313 83,2364 -0,6431 -0,1781 10,058
6 300 373 81,7891 -0,4933 0,2485 39,1126
7 100 343 89,4666 -1,0193 0,1276 8,1828
8 500 343 87,6404 -0,3147 0,1123 3,7892
9 300 343 90,2521 -1,2264 0,1246 11,1599

Nas Figuras 13, 14 e 15 pode ser observar o ajuste do modelo de Reverchon &
Osseo (1994) aos resultados obtidos experimentalmente.

Yusup, Mi¢i¢ e Chan (2013) estudaram a extracao do d6leo das sementes de pinhdo-
manso usando CO, supercritico e o resultado obtido experimentalmente foi comparado
com os modelos de Reverchon & Osseo (1994) e Zekovic¢ et al. (2003), e relatam que altos
valores dos coeficientes de correlacdo mostraram que ambos 0s modelos sdo capazes de se
ajustar com o resultado experimental.
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Nas Figuras 16, 17 e 18 pode-se observar o ajuste do modelo de Zekovi¢ et al.

(2003) aos resultados obtidos experimentalmente.
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Figura 18 - Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Zekovi¢ et al.

y

(2003) a 300 — bar e 100 °C; 440 bar — 90 °C e 500 bar — 70 °C.

Isto também foi visto neste estudo e altos valores dos coeficientes de correlagdo dos
modelos Reverchon & Osseo (1994) e Zekovic et al. (2003) foram obtidos, comprovando
que ambos os modelos séo capazes de representar a parte mais rapida do processo de

extracdo, presente no inicio da curva da extracao.
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Apesar de serem modelos empiricos sdo mais simples do que os que envolvem
transferéncia de massa. Todos os trés modelos foram aptos a representar a extracdo do 6leo
da microalga em questdo, usando fluido supercritico, e podem ser aplicados em outros
processos de extracdo envolvendo outras microalgas.

Os modelos, com seus respectivos parametros, podem ser aplicados para outras
microalgas com composicdo quimica semelhantes, assim como condi¢Ges operacionais,
visando prever o comportamento da extracdo do 6leo e otimizar o tempo operacional.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

Inicialmente, pode-se concluir que a extracdo supercritica foi uma técnica
promissora para a extracdo do Oleo da microalga Desmodesmus sp., usando o CO,
supercritico. Os melhores resultados obtidos foram nas condi¢des de 300 bar — 100 °C, 500
bar — 70 °C e 440 bar e 90 °C, alcancando valores de 3,342%, 3,103% e 2,586%,
respectivamente. Foi observado também que pressdo e temperatura foram variaveis
significativas para a extracéo do 6leo.

A biomassa residual apds a extracdo supercritica foi avaliada, com a finalidade de
avaliar o potencial do residuo e os resultados indicaram que é promissora, podendo ser
utilizada em diversas areas como para ragdo animal, suplementacdo humana, entre outros.

Além disso, 0 Oleo extraido e caracterizado por cromatografia gasosa, indicou a
presenca dos acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1)
e y-linolénico (C18:3) sendo os mais abundantes no 6leo da Desmodesmus sp. e mostrou
que mesmo apresentando o maior rendimento, o soxhlet ndo apresentou maior
concentracdo em acidos graxos

Os modelos empiricos estudados, Esquivel et al. (1999), Reverchon & Osseo
(1994) ¢ Zekovi¢ et al. (2003), sdo aptos a representar a extracdo do 6leo da microalga em
questdo, apesar do modelo de Esquivel et al. (1999) ter melhor ajustado os resultados da
extracéo.

Diante dos resultados encontrados, propdem-se como sugestoes:

e a modelagem dos dados experimentais, utilizando outros modelos de transferéncia
de massa, como o modelo de Sovova (1994);

e utilizar a biomassa residual para produzir algum produto de valor comercial;

e a realizacdo de andlises de cromatografia gasosa do Oleo extraido em diferentes
pontos da curva de EFSC para verificar a influéncia do tempo de extracdo na
quantidade e qualidade dos compostos extraidos;

e aavaliacdo de custos de processo para a extracdao com fluido supercritico versus a
extracao convencional,

e a investigacdo da aplicagdo de um co-solvente visando aumentar o rendimento da
extracdo com fluido supercritico.
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