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Resumo

No intuito de avaliar a qualidade dos 0Oleos essenciais de Capim Limao (Cymbopogon
citratus) disponiveis no comercio nacional, determinaram-se as suas propriedades principais. Os
Oleos essenciais sdo misturas de substancias, que, em presenca de luz e temperatura, degradam-
se. Seis amostras foram submetidas a testes de caracterizagdo, assim como a amostragem
padréo. Foi possivel observar uma grande discrepancia na composi¢cao quimica das amostras 2, 3,
4,5 e 6, apresentando baixos indices de refracéo e elevada densidade. A amostra 1 e a amostra
padrdo, se mostraram conformes a literatura, préximas da indicagdo de pureza. Para os
constituintes majoritarios verificou-se 39,42% de Neral e 50,49% de Geranial, para a amostra 1 e
32,93% de Neral e 43,94% de Geranial para a amostra padréo. Ficou demonstrada a diversidade
na composi¢ao do 6leo essencial, assim como sua instabilidade a luz, sendo necessaria uma
forma de acondicionamento adequada.
Palavras-chave: Oleo Essencial, Capim Lim&o, Fotodegradaco.

Abstract

In order to evaluate the quality of Lemongrass (Cymbopogon citratus) essential oils
available in the national market, their main properties were checked. Essential oils are mixtures of
light- and temperature-sensitive substances which decompose in the presence of light and
temperature. Six samples were subjected to characterization tests as well as a standard sampling.
A great discrepancy in the chemical composition of the samples 2, 3, 4, 5 and 6 was observed,
presenting low refractive index and high density. The sample 1 and the standard sample, proved
their indication of purity, also in accordance with literature. The major constituents were Neral and
Geranialin sample 1 (39,42 wt% and 50,49 wt%, respectively) and the standard sample (32,93 wt%
and 43,94 wt%, respectively). It was demonstrated the diversity of chemical composition of the
essential oil, as well as its instability under light, requiring an appropriate packing procedure.
Keywords: Essential Oil, Lemongrass, photodegradation.
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INTRODUCAO

Segundo a Resolucado - RDC n° 2, de 15 de
janeiro de 2007 (BRASIL, 2007), Oleos Essenciais
(OEs) sao produtos volateis de origem vegetal
obtidos por processo fisico (destilacdo por arraste
com vapor de agua, destilacdo a pressao reduzida
ou outro método adequado). Podem se apresentar
isoladamente ou misturados entre si, retificados,
desterpenados ou concentrados. Entende-se por
retificados, os produtos que tenham sido submetidos
a um processo de destilacdo fracionada para
concentrar determinados componentes; por
concentrados, os que tenham sido parcialmente
desterpenados; por desterpenados, aqueles dos
quais tenha sido retirada a quase totalidade dos
terpenos.

Na industria alimenticia podem atuar como
antioxidantes e antibacterianos, além de reproduzir
0 sabor e odor da planta utilizada. Cerca de 300
diferentes tipos de 6leos essenciais sao
comercializados, apesar de serem conhecidos
aproximadamente 3.000 tipos de 6leos essenciais
(BUSATTA, 2006).

O emprego de esséncias comegou nas
antigas civilizagbes, quando o homem descobriu 0
fogo e percebeu que ao queimar determinados
arbustos e resinas, estas exalavam um aroma
intenso. Na Idade Média, a busca pela pedra filosofal
levou os alquimistas a realizarem inumeras
experiéncias, que contribuiram no desenvolvimento
de processos para a extracdo dessas esséncias
(JAKIEMIU, 2008).

Os alquimistas perceberam que podiam
sentir a presenca das plantas aromaticas mesmo
quando estas ja haviam sido retiradas do recinto,
devido ao aroma liberado. Isso os levou a buscar a
quinta esséncia da matéria. Paracelsus, alquimista
do século XVI, usou vapor para conseguir isolar o
que ele chamou de “a alma da planta” ou a quinta
esséncia daquele ser. Portanto, ele conseguiu isolar
substancias que continham o aroma. Essas

substancias, tal qual o 6leo, nao se misturavam com
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a agua, de onde surgiu o nome 6leo essencial. Hoje
em dia, mesmo nao havendo 6leo ou lipideos, nem
sendo essencial, o termo 6leo essencial ou esséncia
é utilizado no mundo todo (BLANCO et al., 2013).

As primeiras referéncias histoéricas
importantes provém do Oriente, especialmente do
Egito, onde os 6leos essenciais eram usados para
embalsamar mumias e para fazer oferendas nas
cerimOnias religiosas e, muitas vezes, eram
colocados em recipientes com detalhes em ouro que
seguiam juntos para os tumulos dos grandes farads.
Na tumba de Tutancamon, por exemplo, foram
encontrados 6leos aromaticos de cedro, mirra e
zimbro. Os gregos adquiriram conhecimentos dos
egipcios e o transmitiram aos romanos que, a partir
de 45 a.C., adotaram o uso dos 6leos essenciais
para rituais religiosos e funerarios, perfumando n&o
somente o corpo, mas também a mobilia da casa
(BIOMIST, 2013).

Os Oleos essenciais sao o conjunto de
substancias quimicas produzidas pelas plantas com
a fungdo na maioria das vezes de autodefesa ou de
atracdo de animais polinizadores. A planta produz
Oleos essenciais nas seguintes partes: flores,
cascas de frutos (denominados citricos), folhas e
pequenos graos (“petitgrain”), raizes, cascas de
arvores, resinas da casca e sementes
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

Denominam-se tricomas, as “bolsas” onde
ficam encapsulados os OEs na planta. Estes
tricomas sao rompidos naturalmente pela espécie
vegetal, liberando o OE, que forma uma espécie de
‘nuvem aromatica” ao seu redor. Por isto, séo
denominados como sendo “A alma da planta” ou “A
energia vital da planta”. SGo compostos secundarios
produzidos pela planta assim como os alcaloides,
flavonoides e saponinas (WOLFFENBUTTEL,
2007). Sao encontrados em estruturas especiais de
secregao, como cavidades, canais esquiz6genos ou
lisigenos, canais oleiferos, pelos glandulares e
células parenquimaticas diferenciadas presentes
nos 6rgaos vegetais: embrides, flores, casca, folhas,
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talos, frutas, sementes, lenho e raizes. Cujos quais,
na maioria das plantas, apenas um sera o
responsavel pela producdo dos Oleos essenciais
(CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).

Os tricomas também sdo rompidos durante
0s processos intencionais de extracdo do O6leo
essencial. Existem inumeros processos industriais e
artesanais de extragado, alguns deles sdo: Extragéo a
vapor (mais conhecido e comum); Extracdo por
hidrodestilagao (bastante utilizado em bancadas de
laboratérios); Extracdo supercritica (utilizado
principalmente em pesquisas de universidades);
Extragé@o subcritica; Extragéo por gas refrigerante;
Extragdo por extrus&o ou prensagem (utilizado por
industrias de sucos citricos); Extragcdo a vacuo;
Extragdo enfleurage (tradicional e ainda utilizado);
Extragéo por solvente; Extragao por 6leo (para fins
culinarios e de massagem) (WOLFFENBUTTEL,
2007).

Quando extraidos por processos fisicos, dao
origem a extratos liquidos a temperatura ambiente,
de elevada a média viscosidade (oleoso),
hidrofobico e que reproduz o odor e o sabor da fonte
vegetal utilizada (SANTOS, 2002). Oleos essenciais
sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, com baixo peso molecular, geralmente
odoriferas e liquidas. Frequentemente apresentam
odor agradavel e marcante. Sdo frequentemente
extraidos das partes vegetais através de arraste a
vapor d'agua, hidrodestilagdo ou expressao de
pericarpo de frutos citricos, porém ha outros
métodos de extragdo como a enfleurage ou
enfloragdo, extracdo por CO, supercritico (muito
utilizado na industria) e por solventes orgéanicos
apolares (nao apresentam valor comercial)
(MORAIS, 2009).

As caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos
essenciais sdo comuns, apesar de apresentarem
composigdes quimicas diferentes, sdo geralmente
insoluveis, ou pouco soluveis em agua,
solubilizando-se em alcool, éter e em muitos

solventes orgénicos. Apresentam alto indice de
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refragdo e s&o opticamente ativos (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLERI, 1997).

Os OEs possuem grande aplicacdo na
perfumaria, produtos de higiene e limpeza,
cosmética, alimentos e como coadjuvantes em
medicamentos. Sdo empregados principalmente
como aromas, fragrancias, fixadores de fragréancias,
em composi¢cdes farmacéuticas e orais e
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada,
fornecendo substancias purificadas como o
limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol
(BIZZO, 2009).

Eles possuem uma grande rede de aplicacbes
em diversos setores, um ponto ainda pouco
estudado é area da homeopatia, ou ainda o
desenvolvimento para a utilizagéo dos 6leos na area
da saude. De acordo com Wolffebuttel (2007) éleos
essenciais especificos estdo sendo utilizados no
tratamento de pacientes com problemas na area da
memdaria e mesmo em casos de amnésia total, mal
de Alzheimer e deméncia vascular.

Quanto a citronela por exemplo, foram
exportados US$ 89,7 mil relativos a 5,7 t
(15US$/kg), oriundos principalmente dos estados do
Rio Grande do Sul e Sao Paulo. Em relacdo ao
capim-limao, foram exportados US$ 150,5 mil
relativos a 9,6 t, oriundos principalmente do estado
de Sao Paulo e para a UE (Alemanha, Reino Unido e
Espanha). A importagado foi de US$ 150 mil
correspondentes a6,81t(BIZZ0O, 2009).

No Estado do Parana, as espécies mais
importantes s&do a camomila e o gengibre, porém
outras espécies como o capim limao e eucalipto vém
sendo exploradas. O Estado é responsavel por 10%
das importagbes de Oleos essenciais de diversas
plantas. Estes dados revelam a necessidade de
expansao desse mercado, tanto no Parana como no
Brasil (BARATA; VILHA; CARVALHO, 2005).

Embora sejam registradas movimentagdes
comerciais de diferentes tipos de 6leo de menta no
sistema ALICE-Web (Sistema de Analise das
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Informagdes de Comércio Exterior da Secretaria de
Comércio Exterior, do Ministério do
Desenvolvimento e Industria e Comércio Exterior), a
mais significativa em volume e valor esta associada
ao Oleo essencial de Mentha arvensis (menta
japonesa). Esta cultura foi introduzida no Brasil por
imigrantes japoneses e se estabeleceu em S&o
Paulo e no Parana, ainda nos anos 30. Com a
Segunda Guerra Mundial e a interrupgao no
fornecimento de mentol da Asia, parte da demanda
passou a ser suprida pelo Brasil. No periodo de 2005
aoutubro de 2008, as importagdes de d6leo essencial
de mentas contabilizaram US$ 52.718 mil relativos a
3.391 t, sendo 76% de OE de M. arvensis, contra
uma exportacao de 305t (B1ZZ0, 2009).

Os oOleos obtidos diretamente das plantas
concorrem diretamente com produtos sintéticos,
tendo como principal diferencial o custo. A industria
alimenticia tem se voltado para a utilizagdo de
produtos cada vez mais naturais e esta preferindo
utilizar aromatizantes extraidos de plantas, porém a
falta de pesquisa das composicdes, principios ativos
e toxicidade dos componentes ainda impede que
estes sejam utilizados em escala industrial
(JAKIEMIU, 2008).

Apesar de suas caracteristicas benéficas,
nao se pode descartar os efeitos toxicos destas
substancias, as quais podem provocar desde uma
simples reag&o cutanea a efeitos convulsivantes e
psicotrépicos (FABROWSKI; BAKER, 2002).

Cymbopogon citratus é conhecido
popularmente no Brasil como capim-limao, capim-
cidré, capim-cheiroso, capim-cidreira, capim-cidrao
e citronela-de-java. Pertence a familia das
Gramineas, subfamilia Panicoideae. E uma planta
aromatica cultivada para producdo comercial de
6leo essencial, conhecido internacionalmente como
o0leo de Lemongrass, do inglés, Lemon-Lim&o e
Grass-Grama/Capim (GUIMARAES, 2008).

Cymbopogon citratus € uma espécie
originaria da india e largamente distribuida por

varios paises tropicais, entre eles o Brasil, onde
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assume diferentes sinbnimos conforme a regido
onde se encontra. Constitui-se de uma erva perene,
que forma touceiras compactas e robustas de até 1,2
m de altura, com rizoma semi-subterrédneo. O cha
das folhas da espécie tem larga utilizagdo popular
para nervosismo, febre, tosse, dores diversas (dor
de cabeca, abdominais, reumaticas) e alteragbes
digestivas como dispepsia e flatuléncia. Também é
aproveitada com finalidades agronémicas para
composi¢do de cercas-vivas e na contencdo de
encostas para evitar a erosdo, mas a sua maior
importancia econémica reside na produgao do seu
Oleo essencial, rico em citral e largamente utilizado
naindustria de alimentos e cosméticos.

Este 6leo essencial possui forte odor de limao
e é largamente empregado como aromatizante em
perfumaria e cosmética, na preparagao de colbnias,
sabonetes e desodorantes, porém, seu maior
emprego tem sido na industria farmacéutica,
servindo de material de partida para sintese de
importantes compostos, como iononas, metil-
iononas e vitamina A (CARVALHO et al, 2003).

Em geral, os Oleos essenciais na presenca de
oxigénio, luz, calor, umidade e metais sao muito
instaveis, sofrendo inumeras reacdes de
degradacao, o que dificulta a sua conservagao,
fazendo com que o seu processo de
armazenamento seja fundamental para a
manutencado de sua qualidade. Guimaraes (2008)
conclui ainda em seus estudos com relagédo ao 6leo
essencial de Cymbopogon citratus (Capim Limao),
que, para fins de comercializacao, deve ser
estocado ao abrigo da luz, ndo necessitando de
temperaturas muito baixas para seu
armazenamento.

A maioria dos 6leos volateis possui alto indice
de refragdo e sdo opticamente ativos, sendo que
essas propriedades sao utilizadas na sua
identificagdo e no controle de qualidade. Os 6leos
volateis também podem ser avaliados através de

ensaios como: miscibilidade com o etanol, indice de
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refracdo, poder rotatério, densidade, determinagéo
dos indices de acidez, de ésteres, de carbonilas,
além de analises cromatograficas (CCD
cromatografia de camada delgada, CG
cromatografia gasosa, CLAE cromatografia liquida
de alta eficiéncia) (SIMOES et al., 2004).

Assim, um dos problemas dos 6leos
essenciais € a fotossensibilidade, que caracteriza a
estabilidade do oleo frente a luz, seja solar ou
artificial. Este € um dos fatores que determina a
validade de um produto, sendo necessario encontrar
uma metodologia e procedimentos que determinem
a real influéncia da luz nas propriedades dos 6leos
essenciais e que aumentem seu tempo de vida
(VIEIRA, 2010).

A temperatura e a luminosidade
apresentam papel relevante na fotossintese, pois a
interacéo destes fatores garante um ambiente ideal
para o processo fisiologico. Apesar de as espécies
terem se adaptado ao seu habitat natural, os
vegetais sdo capazes de resistir a variagbes de
temperatura. Estas variagbes s&o responsaveis
pelas alteracdes na produgado de metabdlitos
secundarios. Os 6leos essenciais, na maioria das
vezes, apresentam um aumento em seu teor quando
as plantas produtoras se encontram em ambientes
com temperatura elevada, porém, em dias muito
quentes, pode-se observar perda excessiva dos
mesmos. A intensidade luminosa é um fator que
influencia a concentragdo bem como a composigéo
dos 6leos essenciais. Como exemplo, o
desenvolvimento dos tricomas glandulares
(estruturas vegetais que biossintetisam e
armazenam o 6leo essencial) de O. basilicum e T.
vulgaris sdo processos dependentes de luz. A
radiacao solar intervém diretamente sobre o
crescimento e o desenvolvimento da planta, e
indiretamente, pelos efeitos no regime térmico,
sendo fundamental a producéo de fitomassa
(MORAIS, 2009).

ApOs a colheita, inicia-se um processo de
degradacdo nas plantas, devido ao aumento da
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atividade enzimatica, levando também a
degradacao dos principios ativos presentes nas
mesmas. Para minimizar esses efeitos, as plantas
medicinais devem ser consumidas ou secas (REIS;
MARIOT; STEENBOCK, 2003). Asecagem deve ser
realizada corretamente para preservar as
caracteristicas de cor, aroma e sabor do material
colhido e deve ser iniciada o mais rapido possivel
(MAPA, 2006).

Devido a ampla area empregada dos 6leos
essenciais, como homeopatia, farmacéutica,
alimenticia e outras, o estudo da degradacao e do
comportamento qualitativo dos éleos em fungao do
tempo se torna extremamente necessario para
avaliagdo da qualidade destes O6leos dispostos
comercialmente para venda, propiciando um avango
nos cuidados de processamento e distribuicao
destes produtos.

No intuito de avaliar a qualidade intrinseca
nos oOleos essenciais comerciais de Cymbopogon
citratus, de diferentes fabricantes nacionais, o
presente trabalho teve como objetivo a realizagéo de
testes laboratoriais, que visam a caracterizagao dos
OEs, bem como sua comparagdo com amostras
padronizadas e com as respectivas literaturas. Com
isso, possibilitando a comprovagao cientifica
adequada da necessidade de melhores cuidados de
processamento e armazenamento dos 6leos
essenciais, bem como sua respectiva
fotossensibilidade perante a luz. Muitas vezes estes
6leos sdo adquiridos informando serem puros e com
determinada concentragdo, porém com o modo de
processamento e de armazenagem, estes Oleos
acabam nao seguindo as informacgdes rotuladas,
principalmente com o passar do tempo sob uma
forma de armazenamento incorreta.

O presente estudo torna-se de grande
relevancia, em nivel de caracterizacéo destes oleos
e para o desenvolvimento de novas tecnologias em
varias areas, desde o desenvolvimento de métodos
para melhoramento da qualidade ou de aumento do
tempo de vida util, assim como novos métodos de
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aplicabilidade em relagdo a forma de consumo e
desenvolvimentos de novos produtos e novas
aplicagbes. Durante o desenvolvimento e a
utilizacao destes 6leos, suas respectivas
fotossensibilidades devem ser consideradas,
evitando-se uma ma eficacia do produto e uma
melhor qualidade.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Amostragem

Foram utilizadas seis amostras de seis
diferentes fabricantes nacionais de 6leos essenciais
de Capim Limao obtidas em diferentes regides do
pais, ndo especificas e aleatoriamente, mantidas a
temperatura ambiente, do mesmo modo que os
locais de comercializagdo e estocagem. As
amostras foram relacionadas de acordo com o tipo
de embalagem e sua coloragéo conforme Tabela 1.

A amostra 6 foi adquirida comercialmente,
como sendo de Capim Lim&o (Cymbopogon
citratus), informagéo afirmada pelo comerciante,
porém avaliando-se tecnicamente, foi possivel
verificar que se tratava de OE de Erva Cidreira, uma
planta herbacea da familia da menta e da hortel3,
utilizada como especiaria, tendo seu aroma muito
parecido com o Capim Limdo, que usualmente
também é chamado de Capim Cidreira, ocasionando
este tipo de confusdo. Devido a tal problema de
igualdade, achou-se conveniente avalia-la,
denotando assim suas possiveis semelhancas e
diferengas.

Para efeito comparativo, foi utilizada uma
amostra de Oleo essencial extraido através de

RQI - 3° trimestre 2016

hidrodestilagcédo pelo método de Clevenger, de
plantas cultivadas na regidao de Toledo-PR. As
plantas foram colhidas em meados do més de Julho
ao final da tarde, ndo sendo o melhor horario para
esta pratica conforme afirma Morais (2009), onde o
melhor horario para a colheita em termos de
rendimento e de maior concentragcdo de
componentes majoritarios seria no inicio da manha,
préximo do meio dia ou 13 h. Logo apds a colheita
procedeu-se com a limpeza com agua correte e em
seguida com a extracdo do OE. O OE foi
armazenado em frasco Ependorf, envolto por papel
aluminio, em refrigerador com temperatura
aproximadade 5 °C.

Os métodos de hidrodestilagdo e arraste a
vapor sao os mais utilizados para plantas de ervas
condimentares, devido a sua grande eficacia e
facilidade em termos de aparelhagem e processo.
Segundo SIMOES et al. (2004), o método de arraste
a vapor consiste no contato da planta com o vapor
d'agua, abrindo as cavidades celulares e interagindo
com os Oleos essenciais e estes sdo levados pelo
vapor d'agua devido as interacdes intermoleculares
de grande diluicdo da agua e sua evaporagdo a
temperatura utilizada. A solugdo de agua e oleo
essencial é condensada em um condensador e
naturalmente sao separados devido a diferenca de
densidade e a hidrofobicidade do 6leo.

O aparelho de extracdo de Clevenger consiste
em um sistema de extrac&o por arraste a vapor ou
por hidrodestilagdo que ap6s a condensagdo da
solugéo de agua o 6leo essencial € separado em um
sistema onde o 6leo € automaticamente separado
da agua por decantagdo em um tubo que pode ser
graduado ou nao e que possui um retorno da agua
ao sistema de extragao que depende da densidade
especifica do 6leo essencial extraido para seu
formato.

O alto teor de agua presente nas células e
tecidos das plantas, em torno de 60% a 80%, faz
com que a secagem tenha importancia fundamental
para evitar a fermentagdo ou degradagédo dos
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principios ativos. A secagem deve ser realizada
corretamente para preservar as caracteristicas de
cor, aroma e sabor do material colhido e deve ser
iniciada o mais rapido possivel (MAPA, 2006). O
excesso da umidade pode ocasionar a acado de
enzimas e acarretar na degradagao de constituintes
quimicos, além de possibilitar o desenvolvimento de
fungos e bactérias.

Na extracao do OE das plantas, foi utilizado
um aparelho em Inox modelo FL76/I da FORLAB
através do método de Clevenger. O 6leo se separa
da agua e fica retido no sistema por decantagéo,
este 6leo foi retirado com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur. Ndo se fez necessario a utilizagdo de
sulfato de magnésio anidro para a absor¢céo da agua
contida no 6leo, pois foi possivel coletar somente o
OE sem a presenga de agua, devido a grande
quantidade de planta utilizada e OE obtido

Figura 1: Aparelhagem utilizada para extragao do OE

Densidade relativa D,,”

Uma das analises de caracterizagdo que
pode ser empregada é a determinagéo da densidade
relativa (D,,”°) que pode ser obtida por meio da
relacdo massa/volume utilizando-se o auxilio de um
picnbmetro ou uma micropipeta. As utilizacbes
destes aparelhos sdo as mais indicadas devido a
quantidade de amostra necessaria para as analises,
pois os 6leos essenciais sdo produtos de baixo
rendimento por massa de matéria vegetal utilizada.
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Primeiramente é realizada a calibragdo do
instrumento com agua destilada, e comparando-se
com os valores obtidos no mesmo procedimento
realizado com 6leo essencial.

As amostras, comerciais e padrao, foram
pesadas em uma balanca analitica e medidas
utilizando-se uma micropipeta DIGIPET, calibrada
com faixa de atuacéo de 10 a 1000 uL adaptada da
FARMACOPEIA (1988). Através do principio de
densidade (massa/volume), obtiveram-se as
densidades especificas de cada OE, mesmo
principio utilizado por Santos (2014). Arelacao entre
a massa da amostra e a massa da agua (substancia
padrédo), ambas a mesma temperatura, representa a
densidade relativa da amostra ensaiada (ANVISA,
2007).

indice de refragido

De acordo com VIEIRA (2010), basicamente o
indice de refracdo de uma substancia é a relacéo
entre a velocidade da luz no ar e sua velocidade
nesta substancia. Com a presenca ou falta de
compostos na composi¢cdo dos 6leos essenciais 0
indice de refracdo se alterara, pois devido as
caracteristicas de cada formula quimica destes
compostos, estes iram refletir a luz emitida de
diferentes formas alterando o indice analisado.

O indice de refragcdo das amostras foi
determinado utilizando-se um aparelho refratbmetro
de Abbe (marca DIGIT) de acordo com a
metodologia descrita pela norma NBR 5785 — Oleos
essenciais — determinacédo do indice de refragcédo
(ABNT, 1985). Calibrou-se o refratbmetro com agua
destilada.

Obtencgédo dos Espectros UV-VIS

Segundo HOLLER, SKOOG e CROUCH
(2009), a espectrometria de absor¢do molecular nas
regides espectrais do ultravioleta e do visivel &
largamente utilizada para a determinacao
quantitativa de um grande numero de espécies
inorganicas, organicas e biolbgicas.
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Aespectrometria de absorc¢ao é baseada na medida
de transmitancia ou de absorbancia de solucbes
contidas em suportes transparentes com caminho
optico conhecido, e a concentragdo de um analito
esta relacionada linearmente com a absorbancia
conforme alei de Beer- Lambert.

As amostras de OE foram analisadas em
espectrofotdbmetro UV-VIS (PG INTRUMENTS
T80+), utilizando-se cubetas de quartzo a fim de se
obter os espectros de absorcdo dos componentes
presentes. Verificando-se os mesmos valores de
comprimento de onda em comparacado entre os
espectros obtidos dos diferentes OEs é possivel
relaciona-los para avaliagdo qualitativa dos OEs. As
amostras foram diluidas com etanol PA 95% de
acordo com a curva de calibragdo adequada para a
concentragao ideal de analise, adequadas também
as quantidades de amostra e solvente disponiveis.
Utilizou-se etanol como solvente devido a 6tima
solubilizagdo com o OE segundo Santos (2014).

As alteragcbes nos pontos de maximo
visualizados nos espectros poderao definir o
aparecimento ou desaparecimento de compostos
presentes nos OEs.

Determinagao dos constituintes por CG/MS

Recentemente a identificagéo de terpenos e
de extratos vem sendo realizada através da
utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/MS), aplicada a
extratos de baixa e média polaridade (PATITUCCI,
1995). Patitucci (1995) ainda observa que nestas
analises cromatograficas observou-se que quando
se usa fases estacionarias apolares ou pouco
polares nas mesmas condi¢cdes de temperatura e
vazao, sesqui, di e triterpenos eluem em regides
especificas do cromatrograma.

De acordo com SIMOES et al. (2004), o
espectrémetro ioniza as moléculas do 6leo
essencial, separando ions de acordo com a razéo
m/z (massa/carga) e fornece um histograma de ions

individuais com diferentes razbes massas/carga,
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porém os dados de retengdo linear devem ser
considerados para aumentar a seguranca na
identificagcdo dos compostos presentes.

As amostras foram submetidas a avaliagéo
cromatografica utilizando um cromatografo CG/MS
(modelo Cg 7890B), acoplado a um espectrémetro
de massa MS 5972 (ambos da marca Agilent
Technologies), na faculdade UNICESUMAR/PR,
para identificagéo e quantificagdo dos componentes
presentes nas amostras, caracterizando e
qualificando as amostras de OEs avaliadas.

Assim como nos espectros UV-VIS, é possivel
verificar a formagcdo ou o desaparecimento de
compostos presentes nos OEs que caracterizaram
as reacbes de degradacao, assim como
adulterantes, solventes, entre outros.

As analises foram realizadas nas seguintes
condigbes: coluna HP 5MS preenchida com coluna
capilar de silica, com fragmentacao entre 40-500 y, a
razdo de 0,5 scan/s; gas carreador: He (1
mL/minuto); injetor e temperatura de interface a 220
°C e 240 °C, respectivamente, com razdo de fluxo
1:20. Com um aumento de 3 °C/min, apds 10
°C/minuto para 270 °C, mantendo a temperatura
final por 5 min. Os componentes foram identificados
por comparacado com dados de espectro de massa
da literatura e por base de dados computadorizada
usando biblioteca NIST (1998). As concentragbes
dos compostos foram calculadas a partir das areas
dos picos e expressos com valores aferidos em trés

analises.

Degradacao do OE Extraido

O OE extraido foi submetido a degradagéo
luminosa utilizando-se Iampada de Hg (iluminagéo
publica) sem o bulbo protetor, como fonte de
emissdo da luz em um foto reato. A lampada de Hg
fornece irradiagéo tanto na regido do UV quanto na
regido do visivel conforme VIEIRA (2010). Com
relacao a lampada de vapor de mercurio, a variagao
do comprimento de onda emitido abrange uma faixa
de 404,7 nm a 623,4 nm, na faixa do visivel, e tem
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uma emissio otimizada em 365 nm, essa no UV
(ITA, 2008). Adegradagéao luminosa ocorreu durante
intervalos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min., e a
degradabilidade foi acompanhada através do
método de espectrometria UV-VIS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades bioativas dos OEs podem
ser comprometidas de acordo com o método de
extracdo utilizado, modificando sua composi¢ao
quimica, assim como seus efeitos e caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas.

Alguns métodos fisico-quimicos séo
utilizados na caracterizacao de 6leos essenciais no
objetivo de definir indices de pureza e qualidade,
porém, nao ddo uma ideia de composi¢cao quimica
especifica, mas permitem estabelecer os limites
minimos e maximos das caracteristicas da esséncia,
permitindo identifica-lo e estabelecer sua qualidade
(ATTI-SANTOS et al., 2004).

Diversos fatores influenciam na qualidade e
na composi¢do quimica de um OE, incluindo a
composigao do solo, temperatura e clima de cultivo,
presenca de agrotoxico, época de colheita, partes
utilizadas da planta, a espécie botanica, exposicao
ao sol, ventos entre outros (LASZLO, 2008).

Dados de literatura indicam que altas
temperaturas, como as utilizadas na extracdo dos
OEs por hidrodestilagdo, podem levar a degradagao
do germacreno D ou induzir um rearranjo molecular,
originando outros compostos de natureza
sesquiterpenoidica, considerados artefatos
(MURARI; CARVALHO; HEINZMANN, 2008).

Os OEs obtidos comercialmente foram
submetidos a analises de caracterizagcao, assim
como a amostra padrao extraida em laboratorio, tida
como base para comparagao.

Refratometria e Densidade Relativa

As sete amostras foram submetidas a
analise de refragcéo, obtendo as medi¢des conforme
demonstrado na TABELA 2, assim como suas
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respectivas densidades relativas, estas comparadas
a densidade da agua a uma temperatura de 25 °C,
obtendo-se uma variagcdo proveniente dos
aparelhos e metodologia empregada, de 0,025
conforme indicado.

As andlises de indice de refracdo foram
realizadas utilizando somente uma unica
amostragem, entretanto as analises de densidade
foram obtidas através de 5 repeticdes de cada
amostra, denotando-se um maximo de 7,87% de
coeficiente de variagdo na amostra 2, tornando-se
valores confiaveis de acordo com os erros provindos
de aparelhos e metodologia, em termos de impacto
nos valores.

E possivel visualizar a diferenca entre as
amostras 2, 3 e 4, comparando-as com as amostras
1, 5, 6 e P e com os valores literais de 0,9257+0,02
para a densidade relativa e 1,4813 para o indice de
refracdo, conforme afirma Santos (2014). Com esta
diferenca, denotam-se divergéncias entre suas
respectivas tonalidades e concentragcbes de seus
compostos imersos.

Com estudos mais aprofundados é possivel
obter-se padrdes fixos de comparagdo para os
indices de refragdo, quanto a concentragdo de
compostos nos OEs e quanto a possiveis
discrepéncias no sentido de degradagdo ou de
adulteragdes, visando um controle de qualidade e de
processo. E possivel reparar que essas amostras
mantem os mesmos niveis de divergéncia em
relac&o as suas respectivas densidades relativas.

Com os valores de densidade obtidos, é
possivel compara-los em termos de viscosidade,
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aspecto e concentragcdo. Muito claramente é
possivel perceber através da analise de densidade,
possiveis adulteracdes, ou seja, adi¢cao de solventes
ou até mesmos compostos mais estaveis e de
massa molecular maior, formados por uma

degradacao ou outra espécie de reacao.

Espectros UV-VIS

A Figura 2 mostra a quantidade de radiacéo
absorvida pelo OE da Amostra P em relagdo ao
comprimento de onda. Denotando-se as formas dos
espectros de absorgcédo caracteristicos do OE de
CapimLiméao.

Figura 2: Espectros de absorgado do OE em diferentes concentragoes.

Com base nos espectros acima, observa-
se que o pico maximo deu-se em torno de 238 nm.

Na finalidade de comprovar uma boa
correlacédo entre os dados da Figura 3,
apresentou-se na Figura 3 contendo a curva de
calibragéo do OE, com base nos valores maximos
de absorbéncia para cada concentracédo no
comprimento de onda maximo de 238 nm.

Figura 3: Curva de calibragdo do OE de Capim
Limdo A, =238 nm
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A concordancia entre os dados da Figura 4
foi 6tima, afinal, o coeficiente de correlagéo foi muito
proximo ao valor unitario. A equacéo da reta é
essencial para determinar a concentragao do OE a
ser estudado, no entanto, na calibragdo a equacao
(1) de Beer-Lambert ndo é uma relagéo linear em
concentragcdes com absorbéncia acima de 1, ou
seja, para a curva de calibragdo € interessante
denotar leituras em baixas concentragdes
(FERNANDEZ, 2010). Contudo, mesmo utilizando
uma concentragdo de 30 ppm, onde a absorbancia
foi maior do que o mencionado, devido ao baixo
volume disponivel de amostragem e de solvente,
além do método mais preciso enquadrado a estas
condigdes, obteve-se um resultado satisfatorio
entre os dados, com um ponto dentro da reta e um
R2 muito elevado.

A=¢gb.c (1)
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Assim como Finco (2014), a escolha da
solucao foi para demonstrar eficacia do processo,
sabe-se que a equacido de Beer-Lambert tem
desvios quando se trata a valores superiores a 1, na
absorbancia, porém, como trata-se de degradacéo,
esse € um parametro independente para tal, assim,
fez-se os testes em concentragbes maiores para
comprovar eficiéncia no método, mesmo nessas

concentragdes.

Fotodegradagao

De acordo com Solomons, Fryhle e Johnson
(2006), em presenca de luz, compostos organicos
podem gerar radicais devido a quebra homolitica de
reacdes quimicas, que podem reagir com outras
moléculas, gerando novos radicais, bem como com
0 oxigénio atmosférico, gerando peroxidos, hiper-
peroxidos, que sdo compostos instaveis capazes de
serem transformados em novos radicais ainda mais
reativo.A degradacdo luminosa foi realizada na
regido do UV, mantendo-se a Amostra P em 30 ppm
para obtencdo de espectros mais claros sob a
incidéncia de luz, provida de uma lampada de vapor
de mercurio de (125 W), sem o bulbo protetor, nos
intervalos de tempo citados anteriormente.

A Figura 4 apresenta os dados obtidos,
denotando-se uma diminui¢do na concentragédo dos
compostos absorventes naregido de 238 nm.

Estes compostos possivelmente reagiram
gerando radicais. Segundo Guimardes (2008), a
exposicao deste OE a luz, acarreta na diminuicao de
componentes majoritarios como o Mirceno e o Citral,
além de originarem novos compostos como radicais.
Compostos carbonilicos podem sofrer reagdes de
fotélise quando expostos a luz, dando origem a
varios produtos, inclusive radicais livres.

As amostras comerciais testadas foram
submetidas a avaliacdo espectral, utilizando-se a
mesma concentragcao e o mesmo espectrofotdmetro
conforme Figura 5.

E possivel visualizar as grandes

discrepancias entre as amostras avaliadas.
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Conforme ja foi possivel identificar nas analises de
densidade e refracdo, pode-se afirmar que as
amostras 2, 3 e 4, possuem 0 mesmo
comportamento espectral que as amostras 1, 5 e P,
porém com niveis mais baixos de concentragdo.
Pode-se ainda denotar que a amostra 6 possui uma
caracteristica espectral diferenciada, com uma
elevacado na faixa de 280 nm, caracterizando um
outro produto, ou conjunto de produtos em sua
composicao.

Figura 4: Fotodegradagao de OE de Capim Limao.

Figura 5: Espectros das amostras comerciais.

Plotando-se as Figuras 4 e 5, como visto na
Figura 6, Comerciais versus Degradados, pode-se
comparar os niveis de degradacdo luminosa das
amostras comerciais, € 0s niveis de concentragao

dos compostos, avaliando suas divergéncias.
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Figura 6: Espectros Comerciais vs Degradados

Analise de CG/MS

Todas as sete amostras foram analisadas em
um cromatégrafo gasoso, com deteccédo por
espectrometria de massa, onde foi possivel

visualizar os principais constituintes de cada
amostra. Comparando-se os resultados, conforme
Tabela 3, podem-se identificar possiveis
contaminantes, adulterantes e diluentes utilizados.

Tabela 3: Constituintes majoritarios dos OEs detectados por CG/MS.
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A maior parte dos compostos apresentados
sao terpenos como o Citral, Canfeno, Pineno,
Cimeno, Carveol, Mirceno e Linalol, encontrados em
plantas aromaticas. S&o encontrados naturalmente
nos OEs, sdo metabdlitos secundarios, que tém sua
origem explicada a partir do metabolismo da glicose.
A formacao dos compostos dos 6leos essenciais se
da a partir da derivagdo quimica de terpendides,
originados a partir do acido mevalbnico, ou de
fenilpropandides, provindos do acido chiquimico
(GUENTHER, 1977; SIMOES etal., 2004).

Avariacao na composicao quimica dos 6leos
essenciais pode ser facilmente explicada, pois,
estes sdo partes do metabolismo da planta, portanto
estdo em constante modificagdo enquanto houver
vida. Assim estas modificacbes ocasionam a
transformacédo de uns compostos em outros, de
acordo com a parte da planta, o momento de seu
desenvolvimento ou crescimento, o horario do dia de
sua colheita (WOLFFENBUTTEL, 2007).

Mesmo apdés a extracado, devido a
complexidade de sua composi¢cdo, podem sofrer
modificagbes fisico-quimicas através de reacdes
quimicas entre seus constituintes e o proprio meio,
como a luz solar, enzimas, solventes e o vasilhame
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

Segundo Wolffebuttel (2007), a composigéo
quimica dos Oleos essenciais pode ter mais de
trezentas substancias diferentes, todos ou apenas
parte destes compostos podem ser responsaveis
pelo odor caracteristico da espécie. Os
componentes quimicos dos 6leos essenciais
apresentam estruturas diversas como terpenos,
sesquiterpenos, fendlicos, fenil propanoicos,
alifaticos nao-terpénicos, heterociclicos, alcoois,
cetonas, aldeidos, acidos carboxilicos, ésteres e
acetatos, cada qual com sua caracteristica
aromatica e agao bioquimica.

Terpendides sao largamente distribuidos no
reino vegetal e apresentam uma grande diversidade
estrutural. A identificacdo destas substancias na
composicao de um extrato é feita, em geral, a partir
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de procedimentos exaustivos de isolamento,
purificacdo e analises de um conjunto de métodos
espectrométricos (PATITUCCI, 1995).

A composicdo quimica do Capim Limao é
relatada em diversos trabalhos, sendo o citral, o
mirceno seus compostos majoritarios. O citral &
constituido pela mistura isomérica de geranial ((2E)-
3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral A ou isbmero E) e
neral ((2Z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienal, citral B ou
isdbmero Z). Outros aldeidos, como o citronelal,
isovaleraldeido e decilaldeido, também podem ser
encontrados, além de cetonas e alcoois, como
geraniol, nerol, metil heptenol e farnesol
(CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).

O Citral, constituinte majoritario do 6leo de C.
citratus, sendo cerca de 60 a 80% do 6leo segundo
CRAVEIRO e QUEIROZ (1993), & citado como
sendo o responsavel pelas atividades atribuidas ao
seu 6leo essencial, tais como germicidas, repelentes
de insetos, aplicagbes na industria farmacéutica,
entre outras. Dessa maneira, ha uma grande
importancia em avaliar o seu teor no 6leo essencial,
que nas plantacdes brasileiras varia na faixade 75 a
86%, valor bastante satisfatério para o mercado
internacional.

O mirceno, outro composto que € encontrado
em teores relativamente significantes no 6leo
essencial do capim-liméo, é um monoterpeno
aciclico, de nome sistematico 7-metil-3-metileno-
1,6-octadieno. Em varios estudos sé&o
demonstradas as atividades biolégicas desse
composto, capaz de interferir na biotransformacgéao
de drogas, como ciclofosfamidas, barbituratos,
bromobenzeno quando presentes no organismo de
mamiferos (GUIMARAES, 2008).

Outro constituinte majoritario é o citronelal,
utilizado como material basico para a sintese de
importantes compostos quimicos denominados
iononas e também para a sintese de vitamina A. Este
composto apresenta atividade repelente a insetos e
acao fungicida e bactericida (BILLERBECK et al.,
2001; MUMCUOGLU et al., 2004; REIS et al., 2006
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ATRONGTOKIT etal., 2005; WONG et al., 2005).

O Limoneno é um terpendide monociclico de
nomenclatura 1-metil-4-isopropenilciclohex-1-eno,
muito utilizado como inseticida para o controle de
ectoparasitas de animais, mais apresenta atividade
contra insetos, acaros e microrganismos. Por ser um
produto natural, € um dos principais constituintes de
6leo essencial de Capim Limao, assim como de
laranja e limdo (ROSA; 2010).

Observa-se que as amostras 2, 4 e 6 sao as
que possuem menores teores de Citral. Por outro
lado, as amostras 1 e P apresentam os maiores
teores destes constituintes, préximos dos valores
literais encontrados por Guimaraes (2008), acima de
69% de Citral.

Nas amostras 2, 3 e 4, observa-se a
presenca de Dipropilenoglicol, que conforme Mapric
(2014) se trata de um solvente plastico
possivelmente utilizado para a diluicdo destes OEs e
evidencia-se ainda a presenca de Pulegol, cis-p-
Mentha-2,8-dien-1-ol e Mentol, que segundo Brito
(2007) sao compostos presentes em plantas
“mentoladas” como a proépria menta e
ocasionalmente em baixas concentragdes no Capim
Cidreira e pouco mais altas na Erva Cidreira.

E possivel evidenciar também o Ftalato de
Dietila em altos teores nas amostras 5 e 6, segundo
Soares et al. (2014) um composto sintético, muito
utilizado em fragrancias e cosméticos.

Com base nos compostos apresentados,
pode-se afirmar que as amostras 2, 4 e 6, foram
diluidas, sendo que se pode visualizar que a amostra
6 ndo se trata de Cymbopogon citratus, ou ainda
pode estar extremamente degradada ou alterada,
devido ao baixo teor de Citral e outros terpenos mais
comumente encontrados, além da sua discrepancia
com relagéo a caracteristica do espectro UV-VIS e
de seus valores de densidade e indice de refragéo. E
também a presenca de compostos oriundos de
plantas da familia das Mentas e Hortelas em
algumas amostras, provavelmente oriundos de

residuais do processo de fabricacdo. Nao é possivel
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afirmar precisamente com os resultados obtidos que
a amostra 6 se trata de Erva Cidreira, devido a
presenca de adulterante (ftalato de dietila), porém
pode comprovar a desigualdade com o padrao ideal
de pureza do OE de Cymbopogon citratus.

Os compostos organicos encontrados nos
OEs s&do muito variaveis, ou seja, ndo possuem um
padréo fixo de seus teores, as concentragdes variam
de acordo com o clima, regido, nutricao da terra,
método de colheita, assim como as partes de onde
foram extraidos, ou seja, suas estruturas secretoras
(COSTA, 2005).

Oleos essenciais extraidos de diferentes
partes de uma mesma planta, apesar de
apresentarem cor e aspecto semelhantes, podem
apresentar composicdo quimica, caracteristicas
fisico-quimicas e odores diferentes (ROBBERS et
al., 1997).

CONCLUSAO

Com as avaliagdes realizadas neste
experimento, foi possivel visualizar as discrepancias
nos OEs disponibilizados ao mercado nacional, que
muitas vezes sdo comercializados como sendo
puros ou de uma espécie, que na verdade nao sao, e
a populagdo, em sua maioria leiga, compra
erroneamente.

Foi possivel observar que a uUnica
amostragem, amostra 1, foi a que se enquadrou nos
padrdes literais, contendo os compostos
caracteristicos do OE de Capim Lim&o, assim como
nenhum contaminante ou solvente, evidenciando
um grande déficit nas qualidades presentes no
mercado.

Foi possivel destacar ainda, metodologias
disponiveis e eficazes para o controle da qualidade
destes produtos, visando a averiguagcao das
caracteristicas intrinsecas nos OEs, como
densidade, indice de refracdo e espectrometria.

Com relacdo a estabilidade fotoquimica do
OE, fica evidente sua instabilidade degradativa
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perante a presenca de luminosidade. Esta
caracteristica de degradabilidade pode ser mais bem
avaliada em outras condigbes, como em presenca de
diferentes solventes, diferente temperaturas, valores

de pH, entre outros.
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Resumo

A transesterificacdo com aquecimento em micro-ondas tem se mostrado promissora para
encurtar o tempo de reagdo, mantendo altos niveis de rendimento na sintese de biodiesel. No
entanto é possivel que as micro-ondas emitidas durante o aquecimento possam promover a cisao
das cadeias do 6leo ou do biodiesel, aumentando a acidez. O presente estudo teve como objetivo,
avaliar a influéncia das micro-ondas no aumento da acidez do biodiesel. Foram produzidos 18
biodieseis a partir do 6leo de soja, milho e girassol por aquecimento convencional e 18 por
aquecimento em micro-ondas. Os biodieseis obtidos foram avaliados quanto a seu indice de
acidez. Todos os resultados de indice de acidez, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
com 5% de nivel de significancia. Ao final da analise, verificou-se que o método de
transesterificacdo em micro-ondas promove um aumento significativo na acidez dos biodieseis
obtidos, que independe do tipo de 6leo utilizado.
Palavras-Chave: Biodiesel, Micro-ondas, Acidez.

Abstract

The transesterification by microwave heating has shown potential to shorten the reaction
time, maintaining high performance in the biodiesel synthesis. However, it is possible that the
microwaves emitted during the heating process can split the chains of oil or biodiesel, causing an
increase of acidity. This study aimed to evaluate the influence of the microwave in the increase of
acidity of the biodiesel. Were produced 18 biodiesels from soybean oil, corn and sunflower by
conventional heating and 18 by microwave heating. The acid index of the produced biodiesels were
evaluated. All acidity index results were subjected to analysis of variance (ANOVA; p<0,05). After
analysis, it was found that the transesterification method in microwave promotes a significant
increase in the acidity of the biodiesels, regardless of the type of oil used.
Keywords: Biodiesel, Microwave, Acidity.
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INTRODUCAO

Segundo Volz (2009) o biodiesel é um
combustivel derivado de biomassa renovavel para
uso em motores de combust&o interna com ignicéo
por compressdo ou conforme regulamento, para
outro tipo de geracado de energia, que possa
substituir parcial ou totalmente combustiveis de
origem fossil. Assim, existem amplas possibilidades
de uso do biodiesel em transportes urbanos,
rodoviarios, ferroviarios e aquaviarios, geradores de
energia, motores estacionarios, etc.

No Brasil, a metodologia mais utilizada para a
producao de biodiesel € a reagédo de
transesterificagéo alcalina, devido ao fato de ser
esta mais barata e apresentar maiores rendimentos.
Na transesterificagdo um triacilglicerideo reage com
um alcool na presenca de um catalisador,
produzindo uma mistura de ésteres de acidos graxos
e como subproduto, a glicerina bruta (GERIS et al.
2007). Os periodos reacionais da transesterificagao
alcalina, variam de 45 minutos a 1,5 hora.

O mecanismo de transesterificagao também
pode ser catalisado por acidos de Bronsted-Lowry,
preferivelmente por acidos sulfénicos e sulfuricos.
Os catalisadores acidos propiciam rendimentos
elevados em ésteres, no entanto a reacao é lenta,
exige altas temperaturas (acima de 100°C) e o
minimo de 3 horas para completar a conversao
(ZAGO, 2010).

De todas as tecnologias desenvolvidas para a
sintese de biodiesel, nenhuma supera a
transesterificagdo catalisada por bases, em
especial, os alcodxidos metalicos. Essa metodologia
fornece alto rendimento em ésteres e alto grau de
pureza, pois a separagcdo das fases contendo
ésteres de acidos graxos (biodiesel) e glicerina, é
extremamente facilitada. A facil separacao entre o
biodiesel e a glicerina se deve ao fato de a
transesterificagéo via catalise basica requerer um
menor excesso de alcool em comparagao a outros
processos cataliticos (MIRANDA, 2011).

Com a aprovagdo do projeto de lei n°
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3.834/15 em marco de 2016, que determina a
mistura de 10% de biodiesel (B10) em todo o diesel
vendido no Brasil em até 36 meses, faz-se
necessario a busca por novas matérias-primas e
novas tecnologias que fornegcam suporte ao
crescimento da producao de biodiesel na industria
brasileira (BIODIESEL BR, 2016).

A fim de diminuir o tempo de reagédo de
transesterificagao, muitos pesquisadores vem
investigando a reacgao de transesterificagcdo com
aquecimento em micro-ondas convencional ou
adaptado. Essatécnica tem se mostrado promissora
para encurtar o tempo de reagédo, mantendo os altos
niveis de rendimento na sintese de biodiesel. O
aquecimento em micro-ondas substitui o
aquecimento convencional a altas temperaturas sob
forte agitacdo (MOURA, MENDES e MACHADO,
2010).

As micro-ondas (MO) s&o radiacdes
eletromagnéticas nao ionizantes com comprimento
de onda da ordem de 1 a 30 cm e com frequéncia no
intervalo amplo de 300 MHz a 300 GHz. Nos fornos
de micro-ondas domésticos e nos equipamentos
para abertura de amostras, em geral ¢é utilizada a
frequéncia de 2,45 MHz e comprimento de onda de
cercade 12cm (SANSEVERINO, 2002).

O aquecimento é promovido através dos
mecanismos de polarizagdo dipolar e conducao
idbnica. Ambos os efeitos, sdo frutos do alinhamento
de dipolos e cargas, respectivamente, de acordo
com a oscilagdo do campo magnético. Este
processo leva ao aumento de choque entre as
moléculas e consequentemente a producgéao de calor
(CAVALCANTE, 2011).

Algumas sinteses organicas envolvendo
sistemas cataliticos podem ser aceleradas quando
submetidas a irradiacdo por micro-ondas. A
alteracdo na velocidade das reacbes pode ser
provocada pelos efeitos térmicos e especificos
geralmente associados, a interacdo das micro-
ondas com a matéria em nivel molecular
(CAVALCANTE, 2011).
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Na producédo de biodiesel com aquecimento
por micro-ondas, 0 meio reacional é rapidamente
aquecido pelos dois mecanismos descritos
anteriormente, polarizacao dipolar e conducéao
ibnica. Este rapido aquecimento se da pois o meio &
composto de moléculas polares (alcool e 6leo) e por
compostos ibnicos (catalisador) (MIRANDA, 2011).

Em geral, substancias polares absorvem
bem as micro- ondas (agua, acetonitrila, etanol etc.),
enquanto que substdncias menos polares
(hidrocarbonetos alifaticos ou aromaticos) ou
substancias com momento de dipolo nulo absorvem
as micro-ondas fracamente (MIRANDA, 2011).

Apesar de todas as vantagens em termos de
encurtamento do tempo reacional da
transesterificacdo, é possivel que as micro-ondas
possam ser capazes de promover a cisao das
cadeias do 6leo ou do biodiesel durante o processo,
aumentando a acidez do produto final.

Os biodieseis com elevada acidez sé&o
indesejaveis pois sd0 responsaveis por processos
corrosivos e formacao de depésitos no interior do
motor. As condigdes em que ocorre a reagao de
transesterificacdo podem afetar a acidez final do
biodiesel (DE MORAIS et al.,, 2013). A agéncia
nacional de petréleo, gas natural e biocombustiveis
(ANP), estabelece que para ser comercializado, o
biodiesel deve apresentar uma acidez maxima de
0,5mgKOH/ g (ANP, 2014).

Dentre tantos trabalhos que investigam a
utilizacdo das micro-ondas na transesterificacao,
poucos estudos tém o objetivo de avaliar possiveis
efeitos nocivos causados pelas micro-ondas.
Portanto, torna-se necessaria, uma investigacao
mais detalhada sobre esta propriedade téao
importante quando se trata do biodiesel.

Diante do exposto, esse trabalho tem como
objetivo avaliar a influéncia da radiagcdo em micro-
ondas liberada durante o processo de
transesterificacdo no aumento da acidez do
biodiesel.
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MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo do experimento foram
utilizados como matérias-primas, trés diferentes
6leos: 6leo de milho, 6leo de soja e 6leo de girassol.
Todos esses 6leos foram adquiridos em
estabelecimentos comerciais do municipio de
Céceres-MT.

Inicialmente, foram retiradas amostras de
cada oleo para caracterizagcdo quanto a seu indice
de acidez, cada analise foi realizada em triplicata.

A andlise de indice de acidez foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Moretto e
Fett (1998). O procedimento consiste em colocar
dois gramas da amostra em um erlenmeyer
adicionando-se em seguida 25 mL de solucdo de
éter etilico: etanol (2:1) para esse recipiente. A
mistura é entdo homogeneizada e agitada
vigorosamente. Posteriormente, adiciona-se duas
gotas de solugéo alcodlica de fenolftaleinaa 1%. Por
fim, titula-se a amostra com solucdo aquosa de
hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M até viragem do
indicador de incolor para uma tonalidade résea. O
calculo da acidez é determinado pela equacgéao 1.

Equacao (1)
Onde:
IA= indice de acidez;
V= Volume de NaOH gasto para titular a amostra;
5,61= E o equivalente grama do Hidréxido de
Potassio (KOH);
F= Fator de corre¢cdo do NaOH;
M= Massa da amostra.

Apobs a caracterizacéo dos 6leos, os mesmos
seguiram para a etapa de sintese de biodiesel.
Inicialmente foram produzidos um total de 18
biodieseis a partir da transesterificacao alcalina por
aquecimento convencional, sendo 6 biodieseis de
6leo de milho, 6 biodieseis de 6leo de soja e 6
biodieseis de 6leo de girassol.
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As reacbes de transesterificagdo por aquecimento
convencional foram realizadas com utilizacdo de
200 mL de 6leo. A razdo molar alcool:6leo utilizada
foi de 8:1. O alcool adotado foi o metanol e como
catalisador foi utilizado o hidroxido de potassio
(KOH). Areacéo foi realizada & uma temperatura de
60°C durante o periodo de 1 hora sob constante
agitacao (GERIS et al., 2007).

Posteriormente foram produzidos 18
biodieseis a partir da transesterificacao alcalina por
aquecimento em micro-ondas doméstico. Foram
produzidos 6 biodieseis de 6leo de milho, 6
biodieseis de 6leo de soja e 6 biodieseis de 6leo de
girassol. As reacdes de transesterificacdo por
aquecimento em micro-ondas doméstico foram
realizadas com utilizagdo de 200 mL de 6leo, a razédo
molar alcool:6leo foi de 8:1, o alcool utilizado foi o
metanol e o catalisador foi o hidroxido de potassio.
Todos os reagentes foram adicionados no baldo de
fundo chato, agitados manualmente e conduzidos
ao micro-ondas em poténcia maxima. A reacgéo
ocorreu durante o tempo de 1 minuto (GERIS et
al.,2007; MOURA, 2010).

Apbs o término dareacéo, tanto os biodieseis
produzidos por aquecimento convencional, quanto
os biodieseis produzidos por aquecimento em micro-
ondas doméstico, foram conduzidos
separadamente a funis de separacéo, totalizando 36
amostras. Nos funis de separacdo as amostras
permaneceram por 24 horas para que houvesse a
completa separagdo entre as fases biodiesel e
glicerina. Ap6s a separacgao das fases, a glicerina foi
recolhida em recipiente préprio e armazenada. A
fase biodiesel de cada amostra foi entao lavada com
acido cloridrico, cloreto de sédio e agua destilada.
Apobs lavagem, todas as amostras de biodiesel foram
filtradas com sulfato de sédio anidro para remocgao
de umidade, de acordo com a metodologia descrita
por Geris etal., (2007).

Todos os biodieseis obtidos foram
caracterizados quanto ao seu indice de acidez
conforme a metodologia de Moretto e Fett (1998)
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anteriormente descrita. Ao final do processo, com o
objetivo de avaliar a diferenca estatistica entre os
métodos de aquecimento, os resultados de indice de
acidez de cada biodiesel obtido por aquecimento
convencional e por aquecimento em micro-ondas
(36 amostras), foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) com 5% de nivel de significancia,
utilizando o programa Excel 2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados de indice
de acidez (mg KOH/g) das amostras de biodiesel
produzidas a partir de diferentes tipos de 6leos (soja,
milho e girassol) através de dois processos de
aquecimento: convencional e irradiagdo com micro-
ondas. A andlise estatistica destes dados visou
verificar se o ultimo método de aquecimento produz
biodiesel com maiores indices de acidez.

Tabela 1

Resultados de indices de acidez (1A) dos biodieseis
obtidos pela transesterificagdo por aquecimento
convencional e dos biodieseis obtidos por
transesterificagdo em micro-ondas de cada tipo de dleo

Para avaliar a diferenca estatistica entre os
métodos de aquecimento, utilizou-se o programa
Excel 2007. Empregou-se a analise de variancia
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(ANOVA) com 5% de nivel de significancia. Nesta
analise, os diferentes tipos de 6leos foram tratados
como blocos e os métodos de aquecimento como

fatores. Os resultados sao apresentados na tabela 2.

Tabela 2

Resultados da analise de variancia (ANOVA) com 5% de
nivel de significancia utilizando o programa Excel 2007.

De acordo com a analise de variancia acima
verifica-se que o p-valor para o fator “Método de
Aquecimento” apresentou-se muito menor que 0,05
(nivel de significancia), indicando que o método de
aquecimento influéncia no paradmetro indice de
acidez do biodiesel. O p-valor de 0,619766
encontrado para o fator “Tipo de Oleo”, mostra que
ndo ha diferenga entre os produtos da reagéo de
transesterificacdo alcalina devido aos materiais de
partida.

Atabela 3 apresenta os valores médios e os
desvios padroes, referentes ao indice de acidez das
repeticdes obtidas para cada condigdo experimental
envolvendo os fatores “Método de Aquecimento” e
“Tipode 6leo”. Nafigura 1 ha arepresentacéao grafica
destes valores.

Tabela3

Valores médios e desvios padrdes da variavel indice de
acidez em cada condigcao experimental
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Figura 1. Valores médios de indice de acidez das seis amostras
de biodiesel obtidas em cada tratamento, combinagdo Método de
Aquecimento e Tipo de Oleo.

Na figura 1 as linhas s&o paralelas,
evidenciando assim a falta de interagéo entre Bloco
e Fator (entre Tipo de Oleo e Método de
Aquecimento), e horizontais, indicando que os
diferentes 6leos ndo geram biodiesel com indices de
acidez diferentes quando submetidos ao mesmo
processo de aquecimento. Ha grande espagamento
entre as linhas, demonstrando nitidamente que a
utilizacdo de irradiagdo em micro-ondas gera um
produto final com acidez mais elevada.

Os resultados mostram que houve de fato
uma diferenca significativa entre os indices de
acidez apresentados pelos biodieseis obtidos pelos
dois diferentes métodos. Para a transesterificagédo
em micro-ondas todos os valores de indice de acidez
foram maiores.

Essa alta acidez pode estar relacionada ao
choque de temperatura sofrido pelas moléculas,
devido a rapidez em que ocorre o aquecimento. De
acordo com Souza, Souza e Caldeira (2015), no
aquecimento por micro-ondas € produzido calor
dentro dos materiais processados, ou seja, o
aquecimento ocorre diretamente nas moléculas dos
reagentes, tornando assim o aquecimento mais
homogéneo e eficiente, acelerando a velocidade da
reacdo. Segundo Miranda (2011), o meio reacional
na producéo de biodiesel é rapidamente aquecido,
pois este é composto de moléculas polares (alcool e
0leo) e por compostos ibnicos (catalisador).

Esse rapido aquecimento pode causar
rupturas nas cadeias moleculares liberando
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acidos graxos no meio, o que causa um aumento na
acidez do biodiesel obtido. Esse comportamento
difere do aquecimento convencional, visto que o
aumento na temperatura é gradativo, e o choque é
evitado. Em geral, substancias polares absorvem
bem micro-ondas, enquanto que substancias menos
polares ou substancias com momento de dipolo nulo
absorvem as micro-ondas fracamente (MIRANDA,
2011).

De acordo com Moretto e Fett, (1998), o
indice de acidez & definido como o numero de
miligramas de hidroxido de potassio necessario para
neutralizar os acidos livres de um grama de amostra.
Trata-se de um parédmetro de extrema importancia
quando se trata do biodiesel, uma vez que a elevada
acidez indica a presenca de acidos graxos livres, e
estes podem provocar corrosdo do motor, ou
deterioracdo do biocombustivel (KNOTHE et al.,
2006).

A determinagdo da acidez possui carater
fundamental para a producao de um biodiesel de
qualidade. Devido a facilidade de se produzir o
biodiesel, um grande problema que se enfrenta n&o
€ a sua produgcdo mais sim a certificacdo de sua
qualidade, uma vez, que produzir um biodiesel de
modo a encaixa-lo perfeitamente em todos os
parametros da ANP ¢ algo mais complexo. A acidez
de um oOleo e do produto final € de extrema
importancia para se evitar problemas com relagéo
ao processo reacional, como consumo excessivo do
catalisador, ocorréncia de reagdes paralelas ou até
mesmo a nao ocorréncia da reagéo (SILVA et al.,
2016).

Os biodieseis com elevada acidez sé&o
indesejaveis, pois sd0 responsaveis por processos
corrosivos e formacéao de depédsitos dentro do motor.
As condigbes em que ocorre a reagao de
transesterificacdo podem afetar a acidez final do
biodiesel (DE MORAIS etal., 2013).

Um alto indice de acidez no combustivel tem
acao negativa sobre os componentes metalicos do

motor aumentando a taxa de corrosdo dos mesmos
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(OLIVEIRAEetal., 2012). O indice de acidez depende
principalmente da matéria-prima utilizada. Um
elevado indice de acidez pode afetar a estabilidade
do biodiesel e causar corrosdo e formacao de
depédsitos nos motores. Este parametro de
qualidade reflete o grau de degradacao do biodiesel
durante o armazenamento, pois aumenta
gradualmente com a clivagem hidrolitica das
ligagcdes dos ésteres, ou seja, quanto maior a
degradacdo do biodiesel maior sera a acidez,
principalmente quando armazenado a temperaturas
elevadas (MOREIRA, 2009).

Existem inUmeras propriedades cujo controle
se faz necessario no que tange ao armazenamento
do biodiesel. Dentre essas propriedades, destacam-
se a temperatura de armazenamento, a estabilidade
oxidativa e o indice de acidez. O indice de acidez
indica o grau de degradagcao do combustivel e
manifesta-se com o numero elevado de &cidos
graxos livres sendo liberados no meio, formando as
chamadas borras. Esses acidos graxos conferem
alta acidez ao sistema (ABNTNBR 15512, 2014).

Devido a eficiéncia de aparelhos de micro-
ondas em aquecer rapidamente meios reacionais,
estes tém sido muito utilizados em diversas
transformacdes organicas reduzindo seus tempos
de realizacdes, muitas vezes de dias e horas para
minutos ou segundos (SILVA, FERREIRA e SOUZA;
2006).

Segundo alguns autores, a técnica de
transesterificacdo por micro-ondas é promissora
para encurtar o tempo de reagédo, mantendo os altos
niveis de rendimento (MOURA, MENDES e
MACHADO, 2010). De acordo com Cola,
Jermolovicius e Senise, (2016), a irradiacao de
micro-ondas acelera a reagéo quimica, elevando o
rendimento dos produtos e usualmente resultando
em qualidade superior dos mesmos num curto
espaco de tempo.

No entanto, dentre tantos trabalhos que
investigam a utilizagdo das micro-ondas na

transesterificagcdo, poucos estudos tém sido
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realizados com o objetivo de avaliar possiveis
efeitos nocivos causados pelas micro-ondas. No
presente estudo, foi possivel observar que apesar
de vantajosa, em termos de tempo reacional, as
micro-ondas foram prejudiciais a estrutura
molecular, sendo capaz de quebrar cadeias,
conferindo uma maior formagéao de acidos graxos, o
que elevou a acidez do biodiesel.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que houve de fato
uma diferenca significativa entre os indices de
acidez apresentados pelos biodieseis obtidos pelos
dois diferentes métodos. Para a transesterificagao
em micro-ondas todos os valores de indice de acidez
foram maiores, independentemente do tipo de éleo.
Essa alta acidez pode estar relacionada ao choque
de temperatura sofrido pelas moléculas, devido a
rapidez em que ocorre o agquecimento.

De acordo com a analise de varidncia
verificou-se que o p-valor para o fator Método de
Aquecimento apresentou-se muito menor que 0,05
(nivel de significancia), indicando que o método de
aquecimento influencia no parametro indice de
acidez do biodiesel. O p-valor de 0,619766
encontrado para tipo de 6leo mostra que nao ha
diferenca entre os produtos da reacado de
transesterificagéo alcalina devido aos materiais de
partida.

Apesar de vantajosa, em termos de tempo
reacional, as micro-ondas foram prejudiciais a
estrutura molecular, sendo capazes de quebrar
cadeias, conferindo uma maior formagéo de acidos
graxos, o que elevou a acidez do biodiesel.
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Resumo

Varias alternativas de reciclagem tém sido utilizadas ao redor do mundo para recuperacgéo
de oleo lubrificante usado, cada uma com suas vantagens e desvantagens. O processo de
extragcdo por solvente é capaz de remover cerca de 10-14% dos contaminantes, o que corresponde
aproximadamente a quantidade de aditivos e impurezas encontradas normalmente no 6leo
lubrificante usado. O presente estudo teve como objetivo determinar as condi¢des 6timas de
extracao utilizando as variaveis independentes (temperatura e proporg¢ao de lubrificante:solvente)
para cada solvente, propan-2-ol (IPP), butan-2-ona (MEC) e o butan-1-ol (BUT), além disso,
caracterizar fisico e quimicamente os lubrificantes novo, usado e recuperados. Os resultados
permitiram concluir que as melhores faixas de extracao sédo proporgdes de 1:6; 1:4,7 e 1:6 para os
solventes IPP, MEC e BUT respectivamente, a umatemperatura de 30 °C. O solvente MEC teve um
rendimento mais elevado de extrac¢ao, seguida de BUT e IPP.
Palavras-chaves: rerrefino, planejamento experimental, lubrificante

Abstract

Several recycling alternatives has been used around the world for used lubricating oil recovery,
each with its advantages and disadvantages. Solvent extraction process can remove about 10-
14% of its contaminants, corresponding to approximately the amount of impurities and additives
typically found in used lubricating oil. This study aimed the determination of optimal conditions
extraction for independent variables (temperature and lubricant: solvent ratio) for each solvente,
propan-2-ol (IPP), butan-2-one (MEC) e o butan-1-ol (BUT), and the physical and chemical
characterization for new, used and recovered lubricants. The results showed that the best
extraction ranges are the proportions 1: 6; 1: 4.7 and 1: 6 for the IPP solvents, MEC and BUT
respectively, at 30 ° C temperature. The MEC solvent had a higher yield of extraction, followed by
BUT and IPP.

Key words: re-refining , experimental planning , lubricant
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INTRODUGAO

Oleos lubrificantes sdo derivados de petréleo
largamente utilizados para fins automotivos e
industriais, promovem a reducdo do atrito e
asseguram mais eficiéncia em termos de consumo
de combustivel e poténcia (AL-ZAHRANI; PUTRA,
2013). Este, consiste principalmente de dois
materiais, 6leo base e os aditivos quimicos. Estes
aditivos podem ser ditiofostato de zinco, detergente,
dispersantes, antioxidantes, antidesgaste,
modificador de viscosidade e abaixador de ponto de
fluidez. Apds o periodo de uso recomendado pelo
fabricante, o 6leo lubrificante comega a perder suas
propriedades iniciais ndo sendo mais adequado
para as finalidades originais. As principais fontes de
contaminacéao sdo a decomposic¢ao dos aditivos e as
interacbes entre componentes resultantes do
desgaste do motor, produzindo substancias téxicas
e tornando-se um potencial de contaminagao
ambiental e de saude (AL-GHOUTI; AL-ATOUM,
2009; SILVA et al., 2014; SILVEIRA et al., 2010;
YANG etal., 2016)

Oleo lubrificante usado, quando despejados
de forma indiscriminadamente, causam polui¢do ao
meio ambiente, podendo atingir os lengdis freaticos.
Ja quando queimados de forma errada, gera
emissoes significativas de 6xidos metalicos, alémde
gases toxicos, como a dioxina e o enxofre (PARK et
al., 2009).

Algumas opg¢bes podem ser consideradas
para o descarte seguro de lubrificantes usados,
como a reciclagem, craqueamento térmico e
incineragcdo. A reciclagem mostra-se como a
alternativa ambientalmente e economicamente
correta (USMAN; KAYODE-SOTE, 2011). Varias
alternativas de reciclagem tem sido utilizadas ao
redor do mundo para recuperacao de dleo
lubrificante usado, cada uma com suas vantagens e
desvantagens (JAFARI; HASSANPOUR, 2015).
Entre os processos de recuperacao, o de extragcao

de 6leo base com solventes polares, mostra-se mais
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atrativo, por ser um processo simples e apropriado,
sendo uma forma adequada para protegdo do meio
ambiente (AL-ZAHRANI; PUTRA, 2013; EMAM;
SHOAIB, 2013; RINCON; CANIZARES; GARCIA,
2007).

O processo de extragéo por solvente € capaz
de remover cerca de 10-14% dos contaminantes, o
que corresponde a aproximadamente a quantidade
de aditivos e impurezas encontradas normalmente
no o6leo lubrificante usado. Neste processo, dois
parametros sdo fundamentais para o sucesso da
recuperagao, a proporgdo (solvente : lubrificante
usado) e a temperatura de extragdo, onde estes
devem ser escolhidos para ser capazes de remover
impurezas e aditivos e diminuir a perda de 6leo base
(ELBASHIR etal., 2002).

A utilizagdo do método de planejamento
experimental fatorial em estudos que abrangem
muitas variaveis, vem sendo inserida tanto nas
pesquisas cientificas como na industria, pois se
apresenta de forma importante, tornando possivel o
planejamento e a realizacdo de maneira organizada
de uma quantidade minima necessaria de
experimentos, economizando tempo e recursos
financeiros(ARAUJO etal., 2014).

O presente estudo tem como objetivo
determinar as condi¢cbes 6timas de extracao
utilizando as variaveis independentes (temperatura
e propor¢cdo de lubrificante:solvente) para cada
solvente, propan-2-ol (isopropilico), butan-2-ona
(metil-etil-cetona) e butan-1-ol (1-butanol), além
disso, caracterizar fisico e quimicamente (densidade
relativa, viscosidade cinematica a 40 e 100 °C,
numero de acidez total, ponto de fluidez e teor de
cinzas) os oOleos lubrificantes novo, usado e
recuperados.

MATERIAL E METODOS
Oleo lubrificante

O Lubrificante mineral para motor a diesel
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(SAE 15W40) (LUBO), foi adicionado ao veiculo ano
2010, modelo S10. Apds percorrer 10 mil Km em
trecho misto, a troca do o6leo foi realizada numa
oficina mecéanica, onde o 6leo foi retirado, com o
motor ainda quente, para facilitar o escoamento e
realizada a coleta e armazenamento do lubrificante
em recipientes devidamente limpos e isentos de

impurezas.

Solventes organicos

Foram utilizados para o processo de
extracdo de dleo base os solventes propano-2-ol
(IPP), butan-2-ona (MEC) e o butan-1-ol (BUT),
todos comgrau PAda VETEC.

Pré-tratamento da amostra do 6leo lubrificante
usado

O pré-tratamento foi realizado por um
processo de destilagdo a vacuo do 6leo lubrificante
(LUB10) para eliminagéo de agua e hidrocarbonetos
leves. O processo foi realizado no destilador a vacuo
automatico, equipamento da B/R Instrument,
modelo D1160, com nivel de vacuo e taxa de
destilagdo controlados e programados através de
PC. As condigbes foram: pressao de 5 mmHg e
temperaturade 220 °C.

Delineamento Experimental Fatorial

Para avaliar o efeito dos diferentes solventes
polares, propano-2-ol (IPP), butan-2-ona (MEC) e o
butan-1-ol (BUT), no processo de rerrefino do
LUB10, foi utilizado um delineamento fatorial
completo 22 com as variaveis independentes
proporgao lubrificante:solvente (X1, p/p),
temperatura de extragdo (X2, °C), tendo como
respostas: rendimento de extragao (RD, %), teor de
cinzas (CZ, %) e numero de acidez total (TAN, mg
KOHY/g). Os niveis codificados e n&o codificados das
variaveis independentes estdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1
Niveis codificados e néo codificados das vaiaveis independentes.

Variaveis independentes Niveis das variaveis codificadas

-a -1 0 +1 +a
Proporgéo (X1) 1:1 11,9 14 161 1.7
Temperatura (X2) 20 25 40 54 60

Todos os dados experimentais foram
realizados por meio de trés repeticbes e serao
testados em um modelo estatistico que melhor se
adeque, utilizando a falta de ajuste da ANOVA afim
de avaliar a necessidade da inclusao de termos ao
modelo. O procedimento de regressdo das
superficies de respostas foi realizado utilizando o
software statistic7. A equacao geral (Eqg. 1) utilizada

para descrever os modelos é:

Y =B+ B Xy + B XE+ BXa + X5+ BB, X1 X
(1)

Em que: B,, B, e B, sdo coeficientes de
regressao e X, e X, sdo os valores codificados das
variaveis independentes, pressdo e temperatura

respectivamente.

Obtengdo do o6leo lubrificante recuperado por
extragcao do solvente polar (LUBR)

Em um elermeyer de 250 ml, colocou-se o
LUB10 e o solvente nas proporgdes e temperatura
do planejamento para cada solvente, em seguida
fez-se a homogeneizagdo da mistura em um
agitador mecanico (ET-420 Incubadora), nas
condic¢des: agitacdo 200 RPM, tempo de agitagdo 30
minutos e temperatura do planejamento. O préximo
passo foi a separagéo das fases, para tal utilizou-se
uma centrifuga (HITACHI, himac CF 5RX), nas
condi¢cbes: 5000 RPM, tempo de 20 minutos e
desaceleragdo superlenta, ao final observou-se
nitidamente duas fases, a superior sendo solvente
com Oleo base e a inferior a borra (residuo). Em
seguida, transferiu-se a fase superior para o baldo
do destilador a vacuo para recuperacao do solvente
e obtencdo do d6leo lubrificante recuperado por
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método de extracdo de solventes (LUBR), nas
seguintes condicbes: temperatura 50 °C e pressdo
inicialmente de 100 mmHg e reduzida
gradativamente até 5 mmHg. A fase inferior, borra,
foi armazenado para tratamento e descarte.

Caracterizagao fisico quimica

AAmerican Society for TestingandMaterials -
ASTM, sugere métodos de ensaio para a
caracterizacdo de Oleos de base lubrificantes de
hidrocarbonetos derivados de varios processos de
refinacdo, incluindo a rerrefinagédo de 6leos usados,
através de um guia descrito pela norma ASTM
D6074(2015). As amostras do lubrificante: novo
(LUBO), usado (LUB10) e recuperado (LUBR para
cada solvente) foram caracterizadas fisico
quimicamente em termos de viscosidade cinematica
a 40 e 100 °C ASTM D445(2014), ponto de fluidez
ASTM D97(2016), densidade relativa a 20 °CASTM
D4052 (2015), numero total de acidez ASTM D664
(2011) e teor de cinzasASTM D482 (2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Planejamento experimental - Analise dos
modelos

Avaliou-se, a partir do delineamento
experimental, os efeitos da proporgcao (X,) e
temperatura (X,) de extragdo dos contaminantes
para obtencao do 6leo base rerrefinado. Utilizou-se
trés solventes, IPP, MEC e BUT, com objetivo de
avaliar o comportamento sobre as respostas
estudadas: numero total de acido (TAN), teor de
cinzas (CZ) e rendimento da extracdo (RD). O
planejamento foi individualizado para cada solvente,
ou seja, foram aplicados trés planejamentos
experimentais. Os resultados dos ensaios estédo
dispostos na Tabela 2.

De acordo com a Tabela 2, para o solvente
IPP, os resultados para a resposta RD variaram de
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14,38 — 78,65%, TAN 2,04 — 5,47 mgKOH/g e CZ
0,03 — 0,33%. Para o solvente MEC as variacbes
foram: RD 70,60 — 89,10 %, TAN 0,98 — 5,20
mgKOH/g e CZ 0,27 — 1,16%. Para o solvente BUT
as variagdes foram: RD 70,95 — 86,48%, TAN 1,26 —
5,27 mgKOH/ge CZ0,55-0,97%.

Tabela 2
Rendimento de extragdo (RD), numero total de acidez (TAN) e teor de
cinzas (CZ), obtidos do delineamento experimental para os solventes
propano-2-ol (IPP), butan-2-ona (MEC) e butan-1-ol (BUT).

Ensaios Variaveis Variaveis dependentes

independentes IPP MEC BUT

X1 Xz RD TAN CzZ RD TAN Cz RD TAN Ccz
1 1,87 25 29,93 547 0,33 8650 3,02 066 8291 3,26 0,72
2 1,87 54 28,16 2,54 0,08 87,12 520 084 7654 475 0,74
3 6,13 25 70,78 367 0,15 8911 299 031 7897 126 0,54
4 6,13 54 77,81 434 0,15 8822 464 051 8128 4,99 0,67
5 4 20 57,26 3,89 0,10 84,16 098 0,19 8222 297 0,55
6 4 20 62,02 4,09 003 8328 1,10 026 70,95 2,59 0,72
7 1 60 14,38 590 0,09 7063 588 1,16 69,09 527 0,97
8 7 40 78,65 2,04 007 8632 457 037 7912 135 0,56
9 4 40 59,74 3,06 0,15 87,13 2,01 027 8258 3,94 0,67
10 4 40 60,52 3,01 0,13 86,31 211 0,28 8541 3,88 0,69
1 4 40 60,01 321 013 8590 2,15 0,27 8648 3,92 0,68

Os modelos lineares e quadraticos foram
testados pela significancia (p>0,05) da falta de
ajuste e do coeficiente de determinagéo (R*) obtidos
através da analise de variancia (ANOVA) e
regressao linear (Tabela 3) (BELWAL et al., 2016;
SONIAVIEIRA, 2006).

Para o solvente IPP, os modelos foram
significativos (p<0,05) na forma quadratica para a
resposta RD e linear para as respostas TAN e CZ. De
acordo com a Tabela 3, o valorndo

significativo (p>0,05) para a falta de ajuste
(F=1,390) mostrou que o0 modelo é adequado para
previsdo do RD com coeficiente de determinacéo
satisfatorio (R’=0,999). J4 a falta de ajuste das
respostas TAN (F=883,660) e CZ (F=20,876) foi
significativo (p<0,05), logo os modelos ndo sao
adequados para previsdes de tais respostas. As
equagbes polinomiais (Eq. 2, Eq. 3, Eq. 4) que
descrevem os modelos sao:
RDjpp = - 3,633 + 20,71%; - 1,597X% - 0,005X 5 - 0,003X? + 0,087X1)((22)
TANjpp = 11,728 - 1,122X1 - 0,171X; + 0,019% X, (3)

CZpp = 0,699 - 0,091X4 - 0,012X; + 0,002X4 X, 4)
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Tabela 3
Coeficiente de regresséao (), o coeficiente de determinacao
(R2) e valor F - teste dos modelos polinomiais de segunda
ordem e predigéo para as respostas rendimento de extragéo
(RD), numero de acidez total (TAN) e teor de cinzas (C2Z).

Coeficientes de

_ Respostas
regressdo
RD TAN cz
IPP
Média/Interceptor
Bo -3,633" 11,728" 0,699
Linear
B1 20,071° -1,122° 0,091"
B2 -0,005 -0,171° 0,012"
Quadratico
B+ -1,597"
B22 -0,003
Interacdes
XXz 0,087 0,019’ 0,002
R? 0,999 0,949 0,928
F valor (Falta de ajuste) 1,390 883,660 20,876
MEC
Média/Interceptor
Bo 83,888" 4,588 1,442
Linear
B4 0,934 -3,168" -0,578"
B2 0,044 0,171 0,006
Quadratico
B+ - 0,399’ 0,059"
B2? - -0,001° -0,00003
Interacdes
B1B2 -0,013 -0,004 0,00002
R? 0,691 0,888 0,950
F valor (Falta de ajuste) 7,266 409,067 455,820

Para o solvente MEC, os modelos foram
significativos (p<0,05) na forma quadratica para as
respostas TAN e CZ, e linear para aresposta RD. De
acordo com a Tabela 3, o valor ndo significativo
(p>0,05) para a falta de ajuste (F=7,266) mostrou
que o modelo é adequado para previsao do RD com
coeficiente de determinagéo mediano (R’=0,691). Ja
a falta de ajuste das respostas TAN (F=409,067) e
CZ (F=455,820) foi significativa (p<0,05), logo os
modelos n&o sao adequados para previsdes de tais
respostas. As equagdes polinomiais (Eq. 5, Eq. 6,

Eq. 7) que descrevem os modelos séo:
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RDyiec = 83,888 + 0,934 + 0,04X; - 0,013X1 X,
(%)

AN, o = 4,588 - 3,168X, + 0,399+ 0.471%,- 0.001XC- 0. 004X X,
6)

CZ,ec = 1,442 - 0,578X, + 0,059 + 0,006, - 0,00003X3 +0,00002X,X,
(7)
Para o solvente BUT, os modelos foram
significativos (p<0,05) na forma quadratica para a
resposta RD e linear para as respostas TAN e CZ. De
acordo com a Tabela 3, o valor ndo significativo
(p>0,05) para a falta de ajuste das respostas RD
(F=3,834), CZ (F=2,594) mostrou que os modelos
sdo adequados para suas previsbes com
coeficientes de determinacgao satisfatoérios
(R*=0,824, R?>=0,971), respectivamente. J4 a falta de
ajuste da resposta TAN (F=124,351) foi significativa
(p<0,05), logo o modelo nado é adequado para
previsao de tal resposta. As equacdes polinomiais
(Eq. 8, Eq. 9, Eq. 10) que descrevem os modelos
sao:
RDgyr = 68,795 + 0,869, - 0 450X + 0.863X,- 0,016X5 +0,070XX,
(8)

TANgyT = 3,819 - 0,924X; + 0,018X, +0,018X1X;
9)

CZgyr = 0,8444 - 0,068X; - 0,001X, + 0,0009X1X,
(10)

Mesmo que alguns modelos nao sejam
preditivos, & possivel obter uma otimizacao
analisando as curvas de contorno de cada solvente
(Figura 1) para as respostas (RD, TAN, C2).

Influéncia dos solventes (IPP, MEC, BUT) e
parametros de extragdo na recuperagdo do
LUB10

Nesse estudo, foi avaliado o desempenho dos
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solventes organicos (IPP, MEC, BUT) de acordo com
os parametros de proporc¢ao (lubrificante:solvente) e
temperatura de extragdo com base na capacidade
de extrair 6leo base e eliminar as impurezas
provenientes do processo de degradacao e aditivos

remanescentes do lubrificante usado (LUB10). O
delineamento experimental mostrou possiveis rotas
de extragdes, otimizando o processo em geral, as
variaveis de respostas (RD, TAN, CZ) mostraram-se
de grande importancia para tal avaliacao.

Figura 1 - Curvas de contorno para as respostas: rendimento de extragéo (RD), numero de acidez total (TAN)
e teor de cinzas (CZ), obtidas para cada solvente: IPP, MEC e BUT.

Pelas curvas de contorno (Figura 1A, Figura 1B
e Figura 1C), para o solvente IPP, observa-se que
para a resposta RD (Figura 1A) a temperatura néo
teve influéncia, onde o maior rendimento foi
observado para proporgdes mais elevadas (1:6 a
1:7). O mesmo comportamento foi observado para
TAN (Figura 1B) e CZ (Figura 1C), onde os menores
valores foram obtidos entre a propor¢édo 1:6 a 1:7
comtemperaturade 30°C.

Para o solvente MEC, a propor¢ao também teve
maior influéncia nas respostas RD (Figura 1D), TAN

62

(Figura 1E) e CZ (Figura 1F), sendo observado
melhores resultados nas proporgoes 1:4,7-1:7, 1:2-
1:7e1:2,5-1.6, respectivamente, a uma temperatura
de 30°C.

Ja para o solvente BUT, observou-se que
temperaturas elevadas, na faixa de 40 a 60 °C,
obtiveram melhores resultados para RD (Figura 1G),
com proporc¢ao variandode 1:1a1:3. Poroutrolado,
TAN e CZ (Figura 1H e Figura 1l) apresentaram
melhores resultados em proporgdes acima de 1:6 e
temperaturade 30°C.
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A recuperacéo de 6leo lubrificante usado por
extragdo de solventes é um processo simples que
deve assegurar completa miscibilidade de 6leo base
no solvente e promover a rejeicdo de matérias
carbonaceas e aditivos por sedimentacao, estes
ultimos totalizam cerca de 10-14%. Outro fato
importante é assegurar a recuperagao maxima do
solvente envolvido no processo. (HAMAD; AL-
ZUBAIDY; FAYED., 2005; RINCON; CANIZARES;
GARCIA, 2005). Segundo REIS e JERONIMO
(1988), cetonas e alcoois com trés ou mais atomos
de carbono, satisfazem a propriedade de extragéo-
floculagdo, sendo misciveis ao 6leo base a
temperatura ambiente.

Os resultados encontrados nesse estudo
seguem a mesma tendéncia dos descritos por (AL-
ZAHRANI; PUTRA, 2013; DURRANI; PANHWAR;
KAZI, 2012; ELBASHIR et al., 2002; EMAM;
SHOAIB, 2013) onde foi observado que a as perdas
de 6leo base diminuem com o aumento da
temperatura de extracdo e com o aumento da razao
de solvente, onde o MEC obteve menores perdas
seguido por IPP e BUT, a temperatura de 30 °C.
RINCON; CANIZARES; GARCIA (2005) observou
que a propor¢ao esta relacionada com os niveis de
saturacao entre o solvente e o 6leo, onde em

fazem dissolver todo o 6leo presente. ELBASHIR
(2002) sugere que essas tendéncias podem ser
explicadas pelo fato de que, quando um solvente
possui diferenca minima de solubilidade de um 6leo,
logo tera uma maior miscibilidade neste, diminuindo
assim as perdas e maximizando o rendimento de
extracéo.

Apds o processo de extragdo do Oleo base
recuperado para cada solvente (LUBR,, LUBR,,
LUBR;,;) e os lubrificantes novo (LUBO) e usado
(LUB10), seguiu-se para as caracterizacdes fisico
quimica. Os solventes foram recuperados por
destilacdo a vacuo, com pressdo e temperatura
controladas, obtendo em média 95% de
recuperagao.

Caracterizagao fisico quimica

A densidade € uma propriedade fisica
fundamental que pode ser utilizado em conjunto com
outras propriedades para caracterizar o 6leo
lubrificante (ASTM D4052, 2015). Observando a
Tabela 4, verifica-se que a densidade do LUB10 foi
maior quando comparada ao LUBO. Apéds a
recuperagdo houve uma reducgéo deste parametro,
indicando uma possivel eliminagao de
contaminantes. A amostra LUB,. obteve melhor

propor¢cdes menores, os solventes saturam e n&o resultado.
Tabela 4
Caracterizagao fisico quimica dos lubrificantes: novo, usado e recuperados
Ensaios Amostras
LUBO LUB10 LUBRrr LUBRmec LUBRsur
Densidade a 20 °C, (g/cm?) 0,881 0,890 0,873 0,876 0,879
Viscosidade cinematica a 40 °C, 114 124 33,64 37,14 41,27
(mm?/s?)
Viscosidade cinematica a 100 °C, 15,84 17,86 6,31 6,80 7,30
(mm?/s?)
Numero total de acidez, (mg 2,01 5,74 0,48 0,83 0,91
KOH/g)
Fluidez, (°C) 28 24 -8 -7 -8
Cinzas, (peso, %) 0,09 1,13 0,07 0,19 0,53
Rendimento da extracao, (%) -- -- 78 84 80
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Aviscosidade cinematica € uma propriedade
importante em 6leos lubrificantes, qualquer
alteracao é indesejavel em um motor, pois afeta a
eficacia de lubrificagcdo. O seu aumento ocorre
principalmente pela formagao de produtos resinosos
por causa da oxidagdo do 6leo, evaporagéo de
fragbes mais leves, esgotamento de aditivos
antidesgaste e contaminacdo por compostos
insoluveis (HASANNUDDIN et al., 2016). De acordo
com a Tabela 4, pode-se observar que ocorreu um
aumento na viscosidade cinematicaa 40 e 100 °C do
LUB10 em relacdo ao LUBO, onde apés a
recuperacao do LUB10 foi verificado uma redugéo
para as amostras recuperadas. O LUBR,, obteve
melhor resultado para este parametro.

O ponto de fluidez é importante para o
funcionamento de motores em ambientes de baixa
temperatura fazendo-se necessario a adicdo de
aditivos na formulagao do oéleo lubrificante (AL-
GHOUTI; AL-ATOUM, 2009). Pela Tabela 4,
observa-se uma pequena redugéo do LUBO para o
LUB10 mostrando que mesmo apds uso
prolongado, tal propriedade sofreu poucas
alteragbes. ApOs o processo de extracao verificou-
se que as amostras recuperadas tiveram o ponto de
fluidez reduzido, mostrando assim a eficiéncia do
processo na remog¢ao de aditivos. A amostra LUB, .
foi a que apresentou melhor resultado.

Lubrificantes automotivos, novos ou usados,
podem conter componentes acidos, presentes como
aditivos (detergentes, inibidores), produtos de
degradacdo formados durante o servigco (por
exemplo, produtos de oxidagéo) e sais de metais
pesados. Valores altos do indice de acidez de 6leos
basicos indicam que produtos de oxidagdo podem
estar presentes, os quais devem ser neutralizados
ou removidos no processo de rerrefino (ASTM
D664, 2011). Os valores de TAN do LUB10 (Tabela
4) aumentou de forma consideravel quando
comparado ao LUBO, indicando que a amostra
sofreu severa degradagcdo quimica durante sua
utilizacdo. Apdés o processo de extracdo, as
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amostras recuperadas obtiveram valores inferiores
ao LUBO, onde a amostra LUBR,, obteve melhor
resultado.

A quantidade de materiais formadores de
cinzas presentes em um produto pode fornecer
informacdes sobre sua adequacdo, ou ndo, para
uma dada aplicacdo. As cinzas podem provir do
6leo, de compostos metalicos soluveis em agua ou
de solidos estranhos, tais como impurezas ou
ferrugem (ASTM D482, 2013). De acordo com a
Tabela 4, o teor de cinzas das amostras recuperadas
foi reduzido com eficiéncia, a amostra LUBR,
mostrou-se com o melhor resultado.

O rendimento das extragdes para cada
solvente se encontram na Tabela 4, de uma forma
geral apresentaram excelentes resultados e quando
se utilizou o solvente MEC obteve-se maior
rendimento (84%).

Os resultados encontrados nesse estudo
estdo de acordo com pesquisas realizadas sobre
recuperacdo de lubrificante usado, mostrando a
eficiéncia da extragcdo com solventes polares
(ALMEIDA, 2011; HAMAD; AL-ZUBAIDY; FAYED.,
2005; KAMAL; KHAN, 2009; MOHAMMED et al.,
2013; RINCON; CANIZARES; GARCIA, 2007).

CONCLUSOES

A recuperacao de Oleos lubrificantes usados
vém ganhando cada vez mais espago no contexto da
conservagdo ambiental. Com a utilizagdo de um
planejamento experimental, foi possivel sugerir uma
otimizacdo do processo, onde as melhores
proporgdes de extragdo sdo 1:6; 1:4,7 e 1:6 para os
solventes IPP, MEC e BUT respectivamente. Além
do mais, permitiu a otimizagdo da temperatura de
extracdo em 30 °C, possibilitando uma possivel
reducéo de custos no processo, uma vez que esta
pode ser considerada temperatura ambiente em
diversas regides do pais.

As caracterizagdes fisico quimicas estudadas

se mostram de suma importancia para o controle de
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qualidade de 6leos lubrificantes recuperados,
através destas foi possivel verificar a redugcéo das
impurezas e aditivos, mostrando assim a eficiéncia

do processo de extragao por solventes polares.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes espécies de microalgas isoladas de
ambientes marinhos e de agua doce da regido nordeste do Brasil, em relacao a sua capacidade de
producdo de biomassa e de acumulagcéo de ésteres. A pesquisa também teve a intencéo de
caracterizar as mudancas no perfil de acidos graxos de cada espécie e sua influéncia sobre as
propriedades do biodiesel produzido. O desenvolvimento das culturas foi acompanhado por
contagem celular e por fluorescéncia “in vivo” € a composi¢ao de acidos graxos da biomassa foi
determinada por CG-MS. Os resultados mostraram um uso potencial para a produgéo de biodiesel
em Pediastrum tetras, Scenedesmus acuminatus, Chlamydomonas sp., Lagerheimia longiseta,
Amphora sp., Monoraphidium contortum, Chlorella sp. e Cosmarium sp . Estas espécies
mostraram elevada produtividade em biomassa (0,28 a0,95gL" d") e contelidos de ésteres mais
elevados do que a soja (de 229,6 a584,9mgg™).
Palavras-chave: Biocombustiveis, microrganismos fotossintetizantes, perfil de FAME.

Abstract

This work aimed to evaluate different species of microalgae isolated from marine and
freshwater environments from the Northeast of Brazil in regarding to its capacity of biomass
production and accumulation of esters. The research also has the intention of characterize the
changes in the fatty acid profile of each species and its influence on the properties of the produced
biodiesel. The development of the cultures was accompanied by cell counts and by "in vivo"
fluorescence analyses and the fatty acid composition of biomass were determined by GC-MS. The
results showed a potential use for biodiesel production in Pediastrum tetras, Scenedesmus
acuminatus, Chlamydomonas sp., Lagerheimia longiseta, Amphora sp., Monoraphidium
contortum, Chlorella sp. and Cosmarium sp. These species showed high biomass productivity
(0.28—-0.95gL"d")and contents of the ester higher than the soybean (229.6-584.9mgg™).
Key words: Biofuels, photosynthetic microorganisms, FAME profile.
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INTRODUGAO

O potencial e a perspectiva de
desenvolvimento sustentavel de fontes de energias
renovaveis tém recebido grande atengao nos
ultimos anos visando garantir combustivel no futuro
(SINGH, NIGAM e MURPHY, 2011). Os
biocombustiveis representam uma alternativa
energética promissora por serem renovaveis e
biodegradaveis, e emitirem menores quantidades de
CO, paraaatmosfera (CHISTI, 2007).

Quando derivados de microalgas, os
biocombustiveis apresentam-se como lider no
campo das pesquisas mundiais, uma vez que geram
beneficios aos seres humanos e, principalmente, ao
meio ambiente.

Uma vez processadas através de reacodes
quimicas ou biolégicas, a biomassa das microalgas
pode fornecer diferentes tipos de biocombustiveis:
biodiesel, biohidrogénio, bioetanol, bioquerosene e
biometano (DEMIRBAS, 2011). Todavia, atualmente
o foco tem se concentrado na producao de biodiesel.
O biohidrogénio também tem se popularizado com o
seu potencial em aplicagdes modernas, como as
células de combustivel, enquanto o bioetanol e o
biometano sado considerados como parte de
processos integrados (ONCEL, 2013).

Muitas vantagens justificam o uso das
microalgas como promissoras na producdo de
biodiesel: a sua producao lipidica pode chegar até
70% da biomassa seca, dependendo da espécie e
estado fisiolégico em que esta se encontra
(PRAGYA, PANDEY e SAHOO, 2013); a
produtividade em lipidios por area cultivada é
elevada quando comparadas com culturas
oleaginosas; produzem co-produtos de alto valor
agregado; para cultivo podem ser usadas fontes de
nutrientes, tais como nitrogénio e fésforo, de uma
variedade de aguas residuais, bem como podem ser
cultivadas em locais indspitos, cujo solo nao é
favoravel a pratica agricola convencional, através da

implantacado de fotobiorreatores, que possibilitam
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ciclos continuos de producao durante todo o ano
(HU et al., 2008; SCOTT et al., 2010; WIJFFELS e
BARBOSA, 2010). Entretanto, o biodiesel de
microalgas ainda nao € rentavel a ponto de competir
com o diesel fossil, o que tem despertado uma gama
de investigacdes para transforma-lo em um produto
economicamente viavel (BEHZADI e FARID, 2007;
DEMIRBAS e DEMIRBAS, 2011).

A selecdo de espécies de alto potencial
biotecnolégico € um aspecto importante a ser
considerado, uma vez que pode levar a reducgéo de
custos no processo produtivo. Para ser competitiva
como fonte de matéria-prima para producdo de
biocombustivel, a espécie utilizada deve apresentar
elevada eficiéncia fotossintética e produtividade
lipidica acentuada, além de ter composi¢ao quimica
adequada que proporcione um combustivel de
qualidade (JI et al., 2013). Tais fatores convergem
para a necessidade da bioprospec¢ao de espécies
de microalgas, principalmente as regionais, ja que a
grande maioria destas ainda permanece quimica e
metabolicamente inexplorada (SHEEHAN et al.,
1998). O presente estudo teve o propdsito de avaliar
cepas de microalgas isoladas da regiao Nordeste do
Brasil quanto ao seu potencial para produgao de
biodiesel, levando em consideragao suas taxas de
crescimento celular e sua composicao de ésteres

metilicos de acidos graxos.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e isolamento das cepas de microalgas
Amostras de agua de diferentes ambientes
lacustres dos estados da Paraiba, Rio Grande do
Norte, Ceara e Bahia foram coletadas em frascos de
vidro e garrafas PET e transportadas em condigbes
herméticas ao Laboratério de Ambientes Recifais e
Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB),
onde aliquotas das amostras foram transferidas
para baldes de 250 mL contendo os meios de cultura
WC (GUILLARD e LORENZEN, 1972),
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Zarrouk (ZARROUK, 1966) e Conway (WALNE,
1970) e mantidos numa cémara de cultivo a 25 °C
(¥1 °C) dotada de sistema de iluminagdo, com
fotoperiodo de 12 horas.

A partir da observacdo do crescimento
celular procedeu-se o isolamento em microscopio
binocular usando micropipetas capilares
(LOURENCO, 2006). Quando constatada a
obtencdo de culturas unialgais, estas foram
codificadas e incorporadas ao Banco de Cultura de
Microalgas do LARBIM/UFPB.

A identificacdo das espécies cultivadas foi
feita com base em suas caracteristicas morfolégicas
utilizando critérios diacriticos (HINDAK, 1990), a
partir de observacbes efetuadas em microscépio
Leica em varios aumentos. Foram utilizadas chaves
dicotdbmicas constantes em manuais tradicionais de
ficologia (GEITLER, 1932; KOMAREK e
ANAGNOSTIDIS, 2005) e dados publicados em
artigos cientificos e em sites especificos. No
processo de identificacdo também foram utilizados
manuais tradicionais de ficologia a exemplo dos
trabalhos de Bicudo e Menezes (2006); Sant'anna et
al. (2006); Bellinger e Sigee (2010); e Franceschini
etal. (2009).

Cultivo e producao de biomassa

As cepas oriundas do banco de cultura foram
inoculadas em balbes de 6L contendo 5L de meio de
cultivo sintético, com densidade celular inicial entre
5.10° células mL"' e 10° células mL". Os
experimentos foram desenvolvidos em sala
climatizada a 25 °C = 1 °C com fotoperiodo de 12h e
aeracao constante fornecida por um
minicompressor de membrana RESUNAOC2.

Os experimentos foram acompanhados por
meio de contagem celular em camara Sedgewick-
Rafter para as células filamentosas e em camara de
Fuchs-Rosenthal para as demais, e por medidas de
fluorescéncia in vivo em fluorébmetro Turner Design
10005R para a obten¢ao das curvas de crescimento,

sendo interrompidos noinicio da fase estacionaria.
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A velocidade de crescimento (k), que
representa o numero de divisdes celulares da
populagdo em estudo por unidade de tempo (dia), foi
determinada através da equacéo citada em Fogg e
Thake (1987).

A produtividade de biomassa (PB), que se
refere a concentragéo (g L' d”') de biomassa
microalgal acumulada no cultivo (GRIFFITS e
HARRISON, 2009), foi determinada através da
relacéo entre o rendimento de biomassa (RB) e a
velocidade de crescimento (k).

Ao término de cada experimento a biomassa
microalgal foi concentrada por centrifugacdo, em
centrifuga refrigerada (NT 825)a 18°C, e 3500 r.p.m,
congelada em Ultrafreezer (Terroni®) a -30 °C, seca
em liofilizador (Terroni® LD1500) e mantida sob
refrigeragcéo para posteriores analises.

Analise cromatografica dos acidos graxos

A conversao e a analise do perfil de ésteres
metilicos de acidos graxos (FAMEs: Fatty Acid
Methyl Esters) foram obtidos segundo o
procedimento de transesterificacdo direta da
biomassa microalgal, adaptado de Menezes et al.,
(2013). Os ésteres metilicos obtidos nesse processo
foram identificados via cromatografia em fase
gasosa usando um cromatoégrafo a gas Agilent 7890,
equipado com detector FID e injetor split/splitless. A
coluna capilar utilizada foi a DB-WAX (30 m x 0,25
mm x 0,25 um); o forno operou sob temperatura
inicial de 70 °C, aquecido a 10 °C min™ até 240 °C, e
mantido por 13 minutos, sendo reaquecido a 5 °C
min™ até 250 °C; o injetor foi mantido a temperatura
de 310 °C. O volume de inje¢ao foi de 2L, no modo
split, com razéo de 10:1; o hidrogénio 5.0 foi utilizado
como gas de arraste, a velocidade linearde 42 cm
s”, e o nitrogénio usado como gas auxiliar a 20 mL
min" (MENEZES et al., 2013). Os FAMEs foram
identificados pela comparacao direta com amostras
de oleaginosas de composi¢ao conhecida (soja), por
injecdo de padrbes de referéncia de FAMEs
(NuCheckPrep®) e por analises via Cromatografia
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Gasosa de Alta Resolugao acoplada a
Espectrometria de Massas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificagdo das espécies e caracteristicas do
cultivo

Foram isoladas 25 cepas de microalgas de
distintos locais dos estados da Paraiba, Rio Grande
do Norte, Ceara e Bahia, (Figura 1). Destas, 17
cepas foram identificadas ao nivel de espécie e 7 ao
nivel de género.

Figura 1 — Microalgas isoladas de ambientes aquaticos do
Nordeste brasileiro mantidas em condigéo de culturas unialgais
no LARBIM/UFPB. Fonte: Prépria do autor.

Clones das espécies Synechococcus
nidulans (D82Z e D109WC), Lagerheimia longiseta
(D128WC e D133WC) e Pediastrum tetras
(D121WC e D137WC) (Tabela 1) foram isoladas de
diferentes localidades e uma diversidade de
espécies compondo uma mesma regido foram
constatadas. O que enaltece a necessidade da
bioprospeccado de microalgas para produgdo de
biocombustiveis e/ou para produgdo de outros
compostos, visto que, cada espécie apresenta
propriedades quimicas e bioldgicas peculiares,
propiciando uma variedade de aplicagdes.

Considerando-se os valores médios da
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constante de crescimento (k), observa-se que
ocorreram diferengas acentuadas entre as espécies,
com valores maximos variando entre 0,81 e 1,74 d"
divisdes/dia para as cepas D101Z, D109WC,
D121WC e D132WC. E valores minimos de 0,11,
0,12 e 0,14 d' divisdes/dia para as espécies
D174WC,D128WC e D136Z, respectivamente.

Quanto ao rendimento da biomassa também
foram observadas distingbes entre as espécies.
Sendo o maior rendimento, entre as espécies
marinhas, apresentado pela M3C (Synechocystis
aquatilis), com valor de 1310 mg L". E entre as
espécies dulcicolas, os maiores valores registrados
foram para as cepas D39Z, D74Z, D76Z e D125WC,
variando entre 630-994 mg L". Vale ressaltar que
espécies marinhas sempre contém uma quantidade
significativa de sal residual, o que interfere na
quantificacdo final, podendo superestimar esse
resultado.

Clones das espécies Synechococcus
nidulans (D82Z e D109WC), Lagerheimia longiseta
(D128WC e D133WC) e Pediastrum tetras
(D121WC e D137WC) mostraram variagbes nos
valores médios do k (de 0,41-1,11 d"; 0,12-0,66 d™;
0,81-0,64 d”, respectivamente) e nas quantidades
totais de biomassa (de 394-552 mg L™"; 270-430 mg
L"; 508-166 mg L", respectivamente). Esses dados
sao relevantes, visto que tanto as condi¢cdes do
habitat natural, como as condi¢cbes de cultivo
refletem em distintas respostas fisiolégicas e
metabdlicas de cada clone.

Os dados apresentados demonstram
viabilidade de algumas espécies para cultivo em
larga escala, por estas apresentarem valores de
taxas de divisdo celular superiores a de espécies
que vem sendo aplicadas largamente em producao
em massa. A exemplo da Dunaliella tertiolecta
reportada por Roleda et al., (2013) e da Chlorella
vulgaris, Scenedesmus obliquos e Botryococcus
braunii cultivadas por Nascimento et al., (2013), que
apresentaram valores respectivos de 0,53 d’,0,21d
'e0,14d".
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Tabela 1
Dados de procedéncia e parametros de crescimento das cepas de microalgas.

Fonte: Propria do autor
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Produtividade de biomassa e quantificagdo de
ésteres

Os maiores valores de produtividade de
biomassa foram obtidos para as espécies D101Z
(0,94 g L' d"), D109WC (0,61 g L' d") e D132WC
(0,51 g L' d"), Figura 2. Estas cepas né&o
apresentaram as maiores concentracbes de
biomassa, mas refletem as maiores taxas de divisao
celular. Por outro lado, destaca-se a D74Z (0,37 g L™
d') e a D125WC (0,31 g L' d7) pelo valor
consideravel de concentracao de biomassa.

Como observado, a taxa de divisdo celular e
a concentracdo de biomassa nem sempre se
relacionam, sendo necessario calcular a
produtividade deste parametro para possibilitar a
avaliacao da produgédo de lipideos/ésteres que
serdo extraidos a fim de converté-los em biodiesel.
Dessa forma, se faz necessario selecionar cepas
com alta produtividade, capazes de sintetizar
elevados teores lipidicos e que apresentem ainda
uma parede celular pouco rigida para facilitar a
extracao dos biocompostos (LOURENCO, 2006).

Figura 2 — Rendimento de ésteres e produtividade de biomassa
das microalgas isoladas.Fonte: Prépria do autor.

Elevados teores de 6leos nem sempre
correspondem a elevadas conversdes em ésteres
(YAO et al., 2015). Nessa perspectiva, a analise
quantitativa de ésteres de acidos graxos que
compdem cada matriz € outro parametro de
interesse para selegdo de espécies produtoras de
biodiesel. Dentre as espécies analisadas, verificou-
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se que dezessete apresentaram teor de ésteres
inferior a soja, que € a oleaginosa mais participativa
na cadeia produtiva de biodiesel no Brasil, Figura 2.
E estas espécies apresentaram ainda valores de
produtividade de biomassa medianos, o que néo as
qualifica para propésitos de cultivoem massa.

As espécies M84C, D101Z, D115WC,
D121WC, D132WC, D133WC, D173WC e
D174WC, em contrapartida, se destacaram pelo teor
de éster mais elevado que o quantificado para a soja
(196,9 mg g"') (MENEZES et al., 2015). Esses
valores servem como um importante indicativo, ja
que € este parametro que determinara a quantidade
final do biocombustivel a ser obtido.

Menezes et al., (2013) avaliaram a
potencialidade de seis microalgas dulcicolas para a
produgao de biodiesel e constataram que destas,
apenas uma apresentava teor de éster bastante
elevado, cerca de 215% em relagdo a soja. As
demais permearam entre 102% e 129%. Esses
achados sé&o inferiores aos valores obtidos em
grande parte das espécies destacadas neste
estudo.

Quando se faz uma analise comparativa entre
o teor de ésteres e a producdo de biomassa,
constata-se que algumas espécies que apresentam
elevados rendimentos em FAMES apresentam
baixa produtividade de biomassa ou vice-versa, a
exemplo principalmente da D74Z, D109WC,
D173WC e D174WC. Este fato faz com que essas
microalgas, na pratica, ndao apresentem
rentabilidade de ésteres ou biomassa tao elevada
quando se avalia apenas o teor total de cada
parametro, o que pode comprometer o calculo da
produtividade do biodiesel.

Em contrapartida, quando se avalia esse
conjunto merecem destaque as espécies M84C,
D101Z, D115WC, D121WC, D132WC e D133WC
que apresentam teores de ésteres bem superiores a
soja e produtividade de biomassa que varia de 0,3 a
0,9 g L' d". Tendo em vista tais parametros, estas
seriam espécies potenciais para producéo de

RQI - 3° trimestre 2016



biodiesel de microalgas.

Os dados obtidos mostram relevancia
quando se faz referéncia aos reportados por Ahmad
et al.,, (2011), que ao avaliarem 30 espécies de
microalgas de diferentes classes, constataram que
apenas a Nannochloropsis sp. apresentava
produtividade de biomassa e quantidade de lipideos
de forma satisfatéria, para categoriza-la como boa
opcéao para produgao de 6leo e biodiesel.

Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos

As 25 espécies analisadas apresentaram
diversificagbes na composic¢ao de ésteres de acidos
graxos, tanto em relacdo as variagbes de
comprimento das cadeias, geralmente entre
quatorze e vinte quatro carbonos, quanto aos teores
de insaturacgdes (Tabela 2). Um perfil adequado de
ésteres é desejavel para que o biodiesel produzido
alcance os padrdes de qualidade exigidos
internacionalmente (NASCIMENTO et al., 2013;
PEREIRA et al., 2013; WIJFFELS e BARBOSA,
2010).

Tabela 2

Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos das vinte e cinco espécies de microalgas.
Fonte: Propria do autor.

Quanto a composi¢cédo, a espécie D74Z
destaca-se por apresentar elevado teor de acido
miristico (C14:0), (35,9%), enquanto as demais
apresentam teores que permeiam entre 0,2% a
9,7%.

O acido palmitico (C16:0) é o acido
predominante em grande parte das espécies, com
valores entre 10% e 47,3%. Esse acido pode ser
utilizado como surfactante em produtos de limpeza e
na producdo de cosméticos, sendo sua principal
fonte atualmente a palma (dendé) que produz cerca
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de 40% (ZAMBIAZI et al., 2007).

O acido palmitoléico também merece
destaque por estar presente em todas as espécies
variando desde 0,3% até 41,4%. Apresentando
aplicagdes importantes para a industria por constituir
0 grupo dos acidos graxos essenciais. A literatura
afirma que a concentracdo desse acido diverge
bastante entre as espécies, e que esta pode ser
induzida em cultivos para acréscimos no seu teor. A
exemplo da espécie Chlorella minutissima, que
quando cultivada em condi¢gdes otimizadas
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(35°C, 2500 lux, fonte de carbono NaHCO, e
concentracdo de NO, de 1,0 g L) propiciou um teor
consideravel deste acido de 82,63% (COSTA et al.,
2006).

O acido hexadecatriendico (C16:3) nao é
comumente encontrado em oleaginosas
tradicionais, mas em algumas microalgas
apresenta-se com valores consideraveis, a exemplo
das espécies D127WC (18,3%), D173WC (14,7%),
D124WC (11%) e D125WC (10%). Este acido, em
relacdo ao biodiesel, pode causar problemas de
estabilidade, mas apresenta potencialidade em
aplicagdes nutricionais por fazer parte do grupo dos
w-3. Fato este que demonstra a viabilidade destas
espécies, ja que o consumo de w-3 obtido de
microalgas é benéfico para o desenvolvimento
humano, e para a prevencao de problemas
coronarios, cancer, diabetes, fibrose cistica, artrites,
asma, esquizofrenia e depressdo (VON SHACKC,
2008; FERREIRAEetal., 2013).

O 4cido estearico (C18:0), que tem
predominadncia em diversas oleaginosas, é
encontrado em concentragdes irrisorias nas
microalgas avaliadas, com exce¢do da espécie
D115WC (9,8%). Contudo, esses valores podem ser
elevados para outras cepas de microalgas, a
exemplo de Cyanobacterium aponinum e
Phormidium sp. analisadas por Karatay e Dénmez
(2011), que apresentaram teores de 29,4% e 47,6%,
respectivamente.

Os 4&cidos insaturados oléico, linoléico e
linolénico sado encontrados em elevados teores na
maioria das espécies, ressaltando-se os valores
para o linolénico que é encontrado em até 28% nas
microalgas, o qual se mostra extremamente
propenso aos processos oxidativos do 6leo e,
consequentemente, do biodiesel produzido.

A M3C (Synechocystis aquatilis) é uma
espécie com potencialidade para industria
alimenticia e farmacéutica por conter 14% de
eicosapentaendico (EPA - C20:5), extremamente
importante dentro do grupo dos émegas. O acido
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estearidénico (C18:4), também se destaca para
estas aplicacdes, sendo encontrado com valores
consideraveis nas espécies D137WC (11,3%) e
D132WC (9,5%), em quantidades superiores ao
obtido em éleo de peixe, por exemplo. (MOURA et
al., 2006).

A cepa M27C apresentou 11,2% de C21:0
(acido heneicosandico) e a D61Z 4,7% de C24:0
(acido lignocérico), acidos de cadeia saturada longa,
composi¢cdo que ndo é comum em culturas
oleaginosas terrestres, e que pode conferir
problemas de fluxo ao biodiesel produzido por essas
microalgas. As cadeias longas saturadas
apresentam facilidade de acoplamento de suas
estruturas e propensao a nucleacéo e cristalizacéo a
baixas temperaturas. Mas, em contrapartida estas
podem propiciar indices de cetano elevados para o
biocombustivel produzido (KNOTHE, 2008).

Ao analisar quantitativamente as amostras
quanto ao teor de saturacdo verifica-se que as
espécies M6C, M84C e D133WC apresentam mais
que 50% de ésteres saturados. Merecendo
destaque ainda, a M3C, a D74Z e a D128WC que
apresentam valores préximos, mas nao superiores a
este quantitativo. Estes elevados teores de
saturagdo propiciam biodiesel com elevada
estabilidade, mas em contrapartida pode gerar um
combustivel com problemas de fluidez (LOBO et al.,
2009).

Ao avaliar em conjunto os teores de ésteres
saturados e monoinsaturados devem ser elencadas
as espécies M3C, M6C, M27C, D742, D82Z, M84C,
D115WC, D121WC, D132WC, D133WC e a
D139WC que apresentam teores entre 70 e 85% e
demonstram viabilidade para producao de biodiesel.
A associacdo desses dois grupos confere maior
estabilidade oxidativa ao combustivel obtido devido
a menor presenca de insaturagdes, que séo sitios de
ataque do oxigénio ou de outros agentes que
desencadeiam as reacdes radicalares que
degradam o biodiesel. Além do que, a presenca de
uma ligacao dupla propicia melhora no desempenho
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das propriedades de fluxo do combustivel (PARK et
al.,2008)

Nascimento et al., (2013) avaliaram varias
estirpes de microalgas e identificaram
Ankistrodesmus falcatus, Coelastrum microporum,
Chlorella vulgaris e Botryococcus terribilis com perfil
de acido graxo predominantemente saturado, e as
Desmodesmus brasiliensis, Pseudokirchneriella
subcapitata, e Botryococcus braunii
majoritariamente monoinsaturado. Os mesmos
autores inferiram ainda que duas espécies
Chlamydomonas sp. e Scenedesmus obliquus
apresentaram um total de acidos saturados e
monoinsaturados em torno de 90%, valor este
superior ao encontrado para a Chlamydomonas sp.
(D132WC) e as espécies de Scenedesmus
(D115WC e D125WC) relatadas no presente estudo.

Quando se avalia o teorde TUFAe PUFAdas
microalgas constata-se teores em torno de 40% em
algumas cepas, como a D76Z, D124WC, D127WC e
D173WC. Esses valores sdao extremamente
elevados para um biodiesel, visto que estas
estruturas propiciam susceptibilidade a oxidacéao e,
consequentemente, menor tempo de estocagem e
problemas no funcionamento dos motores, fato que
discriminaria estas cepas como ndo potenciais para
producédo de biodiesel.

Elevados teores de ésteres poli-insaturados
também foram observados para microalgas que sédo
relatadas na literatura como fontes de matéria-prima
potencial para a producéo de biodiesel, tais como
Chlorella vulgaris, Dunaliella tetiolecta e Neochloris
oleabundans (GOUVEIA e OLIVEIRA, 2009). Vale
ressaltar que essas microalgas podem agregar valor
ao processo produtivo do biodiesel, caso esses
compostos forem destinados a industria

farmacéutica ou de alimentos.

CONCLUSOES

Ao analisar as vinte e cinco espécies isoladas
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neste estudo, constatou-se que todas apresentam
significancia em algum paradmetro analisado.
Contudo, para produgéo de biodiesel destacam-se
as espécies M84C, D101Z, D115WC, D121WC,
D132WC e D133WC, por reunirem elevadas taxas
de crescimento celular, concentragdo de biomassa e
teor de ésteres superior a soja, além de
apresentarem uma composi¢cao de acidos graxos
favoraveis para a producdo de biodiesel que se
adequam as normatizagbes de qualidade
especificadas pela Agéncia Nacional de Petréleo,
Gas Natural e Biocombustiveis (ANP).
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