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Study of the Use of Cyanobacterial Biomass as Feedstock for Synthesis of Biodiesel 

Through In Situ Esterification Reaction 

Abstract: In recent years was an increasing interest in the use of microalgae for biofuels, especially 
biodiesel, from previous extraction and subsequent transesterification of fatty acids present in the 
biomass of cyanobacteria. However, this is a time consuming and expensive process, which 
presents low productivity. Currently, this method has been successfully replaced by in situ 

esterification. This approach combines extraction and esterification of lipids in a single step, 
simplifying the process required for biodiesel production from microalgae biomass. In this work, 
biodiesel synthesis was performed using as feedstock biomass of cyanobacteria Phormidium sp., 
Pseudanabaena sp. and mixed culture Synechococcus sp. and Aphanocapsa sp. Biodiesel derivated 
of cyanobacteria biomass showed 42-51% of satured fatty acids, 33-46% of monounsaturated fatty 
acids and 4-16% of polyunsaturated fatty acids, proving to be a potentially viable technique for 
production in larger scales. 
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Resumo 

Nos últimos anos houve um crescente aumento no interesse pela utilização de microalgas para 
produção de biocombustíveis, especialmente biodiesel, a partir da prévia extração e subsequente 
transesterificação dos ácidos graxos presentes na biomassa de cianobactérias. Entretanto, este é 
um método demorado, caro e que apresenta baixa produtividade. Atualmente este método vem 
sendo substituído com sucesso pela esterificação in situ. Esta abordagem combina a extração e 
esterificação de lipídeos em um único passo, simplificando o processo necessário para a produção 
de biodiesel a partir da biomassa de microalgas. Neste trabalho, a síntese de biodiesel foi realizada 
empregando como matéria-prima a biomassa das cianobactérias Aphanothece sp., Phormidium sp., 
Pseudanabaena sp. e a cultura mista Synechococcus sp. e Aphanocapsa sp. O biodiesel derivado da 
biomassa das cianobactérias apresentou de 42-51% de ácidos graxos saturados, 33-46% de ácidos 
graxos monoinsaturados e 4-16% de ácidos graxos poli-insaturados, mostrando-se uma técnica 
potencialmente viável para produção em maiores escalas. 
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1. Introdução 

 

O biodiesel é um proeminente substituto 
ao diesel convencional em função de ser 
considerado um combustível renovável, não-
tóxico e biodegradável. Este biocombustível 
consiste de uma mistura de alquil ésteres de 
ácidos graxos usualmente produzidos a partir 
de matérias-primas renováveis.1,2 As 
microalgas e cianobactérias tem sido 
consideradas como uma das matérias-primas 

mais promissoras para a produção de 
biodiesel em função de seu curto ciclo celular 
(alta taxa de crescimento), alto teor de óleo e 
forte capacidade de adaptação ao meio 
ambiente (alta salinidade, presença de íons 
de metais pesados e outros compostos 
tóxicos, alta concentração de CO2, etc.). Isto 
permite seu cultivo em terras inexploradas, o 
que apresenta como vantagem a não 
ocupação de áreas aráveis.3-5 Nos últimos 
anos, devido aos avanços na pesquisa, 
cianobactérias foram ganhando atenção por 
sua potencial aplicação em biotecnologia.6  
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Cianobactérias são organismos primitivos 
e muito diversos com algumas características 
de bactérias e outras de algas. São similares 
as algas no tamanho e também são 
pigmentadas e realizam fotossíntese. No 
entanto, são organismos procariontes e 
portanto constituem um grande grupo 
dentro do reino Bacteria capaz de realizar 
fotossíntese com liberação de oxigênio.7 
Reconhece-se a existência de 150 gêneros e 
2000 espécies deste tipo de organismo na 
natureza,8 entretanto especula-se que essas 
estimativas sejam conservadoras. 

As cianobactérias podem ocorrer como 
células solitárias (frequentemente cocoides), 
em filamentos, agregações e colônias. São 
comuns em virtualmente todos os ambientes 
aquáticos (dulciaquícolas, estuarinos e 
marinhos) e ambientes terrestres úmidos; 
são ubíquas, mas tendem a ocorrer em maior 
biomassa em ambientes de água doce, como 
lagos, e mesmo em ambientes artificiais, 
como reservatórios. Espécies do gênero 
Synechococcus (células cocóides), por 
exemplo, são capazes de tolerar 
temperaturas de até 74 ºC, ao passo que 
espécies do gênero Phormidium 
(filamentosa) formam biofilmes no fundo de 
lagos antárticos permanentemente cobertos 
por gelo, com reduzida penetração de luz 
mesmo no verão.9 

A extraordinária capacidade de adaptação 
destes seres a diversas condições ambientais 
é devida possivelmente a sua condição 
procarionte e à simplicidade de suas células.9 

Esta característica permite que as 
cianobactérias possam ser explorados 
comercialmente. A síntese de lipídeos e 
ácidos graxos sob condições ambientais 
adequadas de temperatura, luminosidade, 
pH e disponibilidade de nutrientes, tornam as 
cianobactérias uma excelente fonte de 
matéria-prima para a produção de 
biodiesel.10  

Atualmente biodiesel de microalgas e 
cianobactérias é produzido principalmente 
por via convencional, através da extração de 
ácidos graxos da biomassa seguida de 
conversão dos triglicerídeos a ésteres 
alquílicos de ácidos graxos (biodiesel) e 

glicerol.11,12 Tal método é demorado, caro e 
difícil de ser aplicado, uma vez que necessita 
a quebra das rígidas paredes celulares das 
algas.4 Recentemente, o método de 
esterificação/transesterificação in situ, no 
qual a biomassa algal é posta diretamente 
em contato com álcool e catalisador, tem 
recebido muita atenção para a produção de 
biodiesel à base de algas.13 Este método tem 
mostrado aumento no rendimento de 
biodiesel produzido a partir de vários tecidos 
de plantas e animais em comparação com a 
abordagem tradicional.14 

O processo de produção de biodiesel de 
microalgas em uma etapa já foi reportado 
anteriormente para algumas espécies tais 
como Schizochytrium limacinum,4 Chlorella 

sp.,15 Phaeodactylum tricornutum, 
Chlamydomonas reinhardtii e Chlorella 

vulgaris,16 empregando aquecimento e 
agitação. Entretanto, rotas alternativas para 
síntese de biodiesel em uma etapa vêm 
crescendo nos últimos anos por possuírem 
vantagens tais como economia de reagentes 
e menores tempos reacionais.  

A literatura reporta o uso de micro-ondas 
e ondas ultrassonoras na esterificação de 
lipídeos diretamente da biomassa de 
microalgas tais como Tetraselmis suecica, 
Neochloris oleoabundans, Chlorella 

sorokoniana, Synechocystis sp., 
Synechococcus elongates, Chaetoceros 

gracilis
17 e Nannochloropsis sp.,18 dentre 

outras. Recentemente, nosso grupo de 
pesquisa mostrou diversas rotas para 
esterificação de ácidos graxos empregando 
sonoquímica,19-21 incluindo a esterificação in 

situ da biomassa da microalga clorófita 
Chlorella vulgaris.22 

Muito embora existam trabalhos 
reportados na literatura a respeito da síntese 
de biodiesel a partir de óleo de 
cianobactérias, não há estudos relativos à 
síntese deste biocombustível diretamente a 
partir da biomassa de cianobactérias 
empregando ultrassom. Neste trabalho, a 
síntese de biodiesel é realizada diretamente a 
partir de biomassa das cianobactérias 
Phormidium sp., Pseudanabaena sp., e de 
uma cultura mista de Synechococcus sp. e 
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Aphanocapsa sp. Estes gêneros são de 
ocorrência comum em ambientes aquáticos 
dulciaquícolas e terrestres úmidos, e 
facilmente acessíveis para o desenvolvimento 
de novas atividades econômicas. O objetivo 
deste trabalho é avaliar a composição do 
perfil de ácidos graxos dos biocombustíveis 
sintetizados. 

 

2. Materiais e métodos 

 

2.1. Materiais 

 

As cepas das cianobactérias Phormidium 

sp., Pseudanabaena sp., Synechococcus sp. e 

Aphanocapsa sp. foram cedidas pelo 
Laboratório de Bioquímica e Biologia 
Molecular de Algas da Universidade Federal 
de São Paulo (USP). As cianobactérias foram 
cultivadas em meio de cultivo Braun-Grunow 
padrão (BGNP), filtradas com auxílio de 
bomba a vácuo (Prismatec, 132B) e secas em 
estufa com circulação de ar (Marconi, 
MA035) a 25°C durante 72 horas. 
Posteriormente, foram trituradas 
manualmente com auxílio de almofariz e 
pistilo e acondicionadas para uso futuro. 

 

2.2. Conteúdo lipídico total 

 

O conteúdo lipídico total (LTOTAIS) foi 
mensurado seguindo a metodologia proposta 
por Bligh e Dyer.23 A quantificação se dá a 
partir da relação entre a quantidade de 
lipídeo extraído em 20 mL de clorofórmio, o 
volume de clorofórmio recuperado após a 
extração, e a massa total da amostra, 
conforme a Equação 1: 

 LAIୗሺ%ሻ = ఽE (Pఽా×VిR VిI )  × ͳͲͲ Eq. 1 

 

Equação 1, Conteúdo lipídico total. PAE = 
peso de amostra extraída (g); PAB = peso de 
amostra bruta (g); VCR = volume de 
clorofórmio recuperado (mL); VCI = volume de 
clorofórmio inicial utilizado (20 mL). 

 

2.3. Síntese de biodiesel 

 

A metodologia selecionada, empregando 
ultrassom como promotor do rompimento 
celular e da esterificação dos lipídeos, foi 
previamente descrita por Hobuss e 
colaboradores22 e está esquematizada na 
Figura 1. 

Os procedimentos foram realizados em 
ultrassom (Sonics), com frequência total de 
50/60 Hz, frequência ultrassônica de 20 kHz e 
amplitude de 30%. A biomassa seca das 
cianobactérias (1 g) foi misturada a 7 mL de 
metanol, 4 mL de clorofórmio e 1 mL de 
ácido sulfúrico, a mistura reacional foi então 
sonicada por 30 min. Depois de completa a 
reação, a amostra foi resfriada a temperatura 
ambiente e foram adicionados 10 mL de 
Na2SO4 1,5%, misturando brevemente. As 
amostras foram centrifugadas por 30 min a 
3000 rpm (centrífuga Quimis, Q222T) para 
acelerar a separação de fases aquosa e 
orgânica. A fase orgânica (contendo 
biodiesel) foi coletada e transferida para um 
balão previamente pesado e evaporada em 
evaporador rotatório. Os ésteres metílicos de 
ácidos graxos (EMAG, biodiesel) foram, 
então, determinados por cromatografia 
gasosa com detector por ionização em chama 
(CG-FID). 
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Figura 1. Esquema representativo do procedimento experimental adotado neste trabalho 

 

2.3.1. Procedimentos cromatográficos 

 

As amostras de biodiesel foram analisadas 
por Cromatografia Gasosa (CG-FID), em 
equipamento marca Shimadzu, modelo GC-
2010, equipado com injetor split/splitless, 
detector por ionização em chama (FID), 
autoinjetor AOC-20i e coluna RTX-WAX 30m x 
0,25mm x 0,25µm (Restek Corporation). As 
condições operacionais empregadas foram: 
hidrogênio como gás carreador (vazão 1,2 
mL.min-1); modo split (1:25); volume injetado 
de aŵostra 1 μL; teŵperatura iŶicial do forŶo 
100 ºC, com rampa 7 ºC.min-1 até 200 ºC, 5 
ºC.min-1 até 202,6 ºC (por um período de 2 

min), 5 ºC.min-1 até 230ºC (estável em 10 
min); temperatura do injetor e detector 250 
ºC; tempo total de corrida 34,29 min.  

Os ácidos graxos foram identificados por 
comparação cromatográfica dos tempos de 
retenção com o padrão FAME Mix 37 (Sigma-
Aldrich), sendo os resultados expressos em 
percentagem do composto em biomassa 
seca. A percentagem de conversão de ácidos 
graxos a ésteres metílicos de ácidos graxos 
(CEMAG) foi calculada conforme determina a 
norma EN 14103,24 utilizando padrão interno 
ácido heptadecanoico e heptano como 
solvente, através da Equação 2: 
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CEMAGሺ%ሻ =  ሺΣAሻ−AEIAEI  ×  CEI ×VEIm  × ͳͲͲ Eq. 2 

 

Equação 2, Conversão de ácidos graxos a 
ésteres ŵetílicos de ácidos graxos. ΣA = total 
da área de picos dos ésteres metílicos C14:0 a 
C24:1; AEI = pico de área correspondente ao 
metil heptadecanoato; CEI = concentração da 
solução de metil heptadecanoato utilizada 
(mg.L-1); VEI = volume da solução de metil 
heptadecanoato utilizada (mL); m = massa 
utilizada de amostra (mg). 

 

3. Resultados e discussão 

 

A quantificação do conteúdo lipídico total, 
conversão de ácidos graxos a ésteres 
metílicos de ácidos graxos (biodiesel) e o 
perfil de ácidos graxos do biodiesel obtido a 
partir da biomassa das cianobactérias 

Phormidium sp., Pseudanabaena sp. e da 
cultura mista Synechococcus sp. e 

Aphanocapsa sp. podem ser observados na 
Tabela 1. A identificação e quantificação dos 
ácidos graxos foram realizadas a partir de 
seus picos correspondentes nos 
cromatogramas apresentados na Figura 2. 

Phormidium sp. apresentou o menor 
conteúdo lipídico total (5,12%), seguido da 
cultura mista Synechococcus sp. e 

Aphanocapsa sp. (8,17%) e Pseudanabaena 

sp. (10,98%). O teor de lipídeos totais 
determinado foi variável entre os gêneros e 
mesmo em comparação com a literatura25-27. 
Entretanto, deve-se considerar que esta 
característica é primariamente dependente 
do tipo de cianobactéria e das condições de 
cultivo empregadas,28 tais como 
temperatura, luminosidade e disponibilidade 
de nutrientes. A percentagem de conversão 
de ácidos graxos a ésteres metílicos de ácidos 
graxos alcançou valores baixos situados entre 
11,3 – 14,7%. 

Pela análise da Figura 3, pode-se observar 
em (a) um gráfico que demonstra o perfil de 
ácidos graxos saturados (AGS), 
monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados 
(AGPI) obtido no biodiesel. Já analisando a 
Figura 3 (b), encontra-se o perfil dos 
principais ácidos graxos encontrados nas 
amostras de biodiesel derivado da biomassa 
das cianobactérias das diferentes culturas. 

 

Tabela 1. Perfil de ácidos graxos do biodiesel obtido por esterificação in situ dos lipídeos 
das cianobactérias estudadas 

  
Phormidium sp. Pseudanabaena sp. 

Cultura mista 

Synechococcus sp. e 

Aphanocapsa sp. 

LTOTAIS (%) 5,12 10,98 8,17 

CEMAG (%) 14 11,3 14,7 

Ácidos graxos saturados (AGS) (%)  

C6:0 ND 0,23 0,18 

C8:0 ND 0,26 0,16 

C10:0 ND 0,11 0,22 

C12:0 0,69 7,11 0,86 

C13:0 ND 0,17 0,12 

C14:0 3,81 10,03 9,89 

C15:0 0,80 0,65 0,81 

C16:0 33,85 25,18 31,74 

C18:0 2,88 2,67 4,40 
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C19:0 0,92 1,57 1,08 

C20:0 ND 0,29 0,33 

C21:0 ND ND 0,24 

C22:0 ND 0,50 0,58 

C23:0 ND ND 0,32 

C24:0 ND 0,28 0,61 

ΣAGS 42,95 49,03 51,54 

Ácidos graxos monoinsaturados (AGMI) (%)  

C14:1 0,44 14,29 1,28 

C15:1 0,91 ND ND 

C16:1 21,96 23,16 23,56 

C17:1 0,85 0,55 0,83 

C18:1n9c 15,81 7,90 7,09 

C20:1n9 0,20 0,39 0,59 

C24:1n9 ND ND 0,21 

ΣAGMI 40,17 46,29 33,55 

Ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) (%)  

C18:2n6c 13,02 2,41 8,15 

C18:3n3 2,18 0,23 1,32 

C18:3n6 1,24 0,27 3,39 

C20:2 0,44 0,47 0,59 

C20:3n6 ND 0,35 0,30 

C20:4n6 ND 0,38 0,71 

C20:5n3 ND 0,58 0,47 

ΣAGPI 16,88 4,68 14,91 

ΣAGMI+AGPI 57,05 50,97 48,46 

LTOTAIS = Lipídeos totais; CEMAG = Conversão de AG a EMAG; ND = não detectado.  

 

 

a) b) 
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Figura 2. Cromatograma do biodiesel derivado de (a) Phormidium sp.; (b) Pseudanabaena sp. e 
(c) cultura mista Synechococcus sp. e Aphanocapsa sp. 

 

 

Figura 3. (a) Teor de ácidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados presentes 
na amostra de biodiesel de diferentes culturas de cianobactérias e; (b) Principais ácidos graxos 
presentes no biodiesel sintetizado a partir da biomassa das cianobactérias objeto deste estudo 

c) 
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O biodiesel obtido a partir da biomassa de 
Phormidium sp. apresentou percentuais de 
AGS e AGMI semelhantes, sendo o ácido 
hexadecanóico (palmítico, C16:0) o 
encontrado em maior quantidade dentre os 
saturados e os ácidos hexadecenóico 
(palmitoleico, C16:1) e octadecenóico(oleico, 
C18:1) predominantes entre os 
monoinsaturados. A percentagem total de 
AGPI quantificada alcançou mais de 16%, a 
maior dentre as cianobactérias estudadas, 
principalmente devido à presença de ácido 
octadecadienóico (linoleico, C18:2).  

Pseudanabaena sp. apresentou balanço 
entre AGS:AGMI semelhante. Ácidos 
hexadecanóico (palmítico, C16:0) e 
tetradecanóico (mirístico, C14:0) foram 
encontrados em maior quantidade dentre os 
saturados, e os ácidos hexadecenóico 
(palmitoleico, C16:1), tetradecenóico (C14:1) 
e octadecenóico (oleico, C18:1) foram os 
predominantes entre os monoinsaturados. 
Dentre os ácidos graxos poli-insaturados 
(AGPI), este gênero apresentou a menor 
quantidade total dentre todas as 
cianobactérias (4,68%), composto de baixos 
percentuais de diversos ácidos graxos onde 
predominou o ácido octadecadienóico 
(linoleico, C18:2).  

A cultura mista Synechococcus sp. e 

Aphanocapsa sp. apresentou predomínio de 
AGS (51,54%), a maior percentagem dentre 
as culturas abordadas, sendo os ácidos 
hexadecanóico (palmítico, C16:0) e 
tetradecanóico (mirístico, C14:0) encontrados 
em maior quantidade. Dentre os AGMI, os 
predominantes foram os ácidos 
hexadecenóico (palmitoleico, C16:1) e 
octadecenóico (oleico, C18:1). À semelhança 
de Phormidium sp., a quantidade de AGPI foi 
alta, sendo o ácido octadecadienóico 
(linoleico, C18:2) o AGPI predominante. 

Cabe salientar que todas as cianobactérias 
apresentam os três ácidos graxos 
considerados os principais em cianobactérias, 
conforme estudo de Sharathchandra e 
Rajashekhar:29 ácido palmítico (C16:0) em 
teores variáveis entre 25% e 33%; ácido 
oleico (C18:1) em concentrações entre 7% e 
15%; e ácido linoleico (C18:2) em 

percentagens variáveis entre 2% e 13%. 
Adicionalmente, verificou-se expressiva 
presença de ácido palmitoleico (C16:1), em 
concentrações em torno de 20% em todas as 
cianobactérias estudadas, conforme pode ser 
visto na Tabela 1 e Figura 2 (b).  

Através de especificações normativas 
determina-se que o biodiesel deve ser 
composto por ésteres de cadeias 
hidrocarbônicas entre C12 e C22,30 sendo os 
teores de ácido linolênico (C18:3) limitados a 
no máximo 12% e poli-insaturados com 
quatro ou mais duplas ligações limitado ao 
máximo de 1%.31 Phormidium sp., atende 
simultaneamente a todas estas 
especificações (100% dos ácidos graxos 
identificados tem entre 12 e 22 carbonos em 
suas cadeias; 3,42% de C18:3 e 0,0% de 
ácidos graxos com quatro ou mais 
insaturações), enquanto Pseudanabaena sp. 
possui pequenos teores de ácidos graxos com 
cadeias carbônicas maiores que C22 ou 
menores que C12 (0,68% e 0,88%, 
respectivamente). A cultura mista 
Synechococcus sp. e Aphanocapsa sp possui 
1,49% do seu total de ácidos graxos 
compostos por cadeias maiores que C22 ou 
menores que C12, e 1,18% de ácidos graxos 
com quatro ou mais insaturações. 

A composição de ácidos graxos do 
biodiesel influencia em algumas 
características físico-químicas deste 
biocombustível, tais como viscosidade e 
índice de iodo, e afeta diretamente a 
qualidade do produto. Ésteres 
monoalquílicos de ácidos graxos com cadeias 
hidrocarbônicas saturadas de C16 (palmítico) 
e C18 (esteárico) tem uma tendência maior a 
se solidificarem a baixa temperatura do que 
as cadeias de até 18 carbonos com uma ou 
mais insaturações. Desta forma, o biodiesel 
composto por cadeias saturadas pode se 
tornar impróprio para o uso em climas frios. 
Todavia, essa característica não elimina a 
possibilidade de uso dos ésteres com cadeias 
saturadas na produção de biodiesel, mas 
limita seu uso em forma pura ou em misturas 
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maiores que B201 apenas a climas tropicais.32 
Em contrapartida, a presença de teores 
elevados de ácido linolênico (C18:3) ou 
ácidos graxos com quatro ou mais 
insaturações no óleo resultará em uma 
tendência muito elevada à oxidação,33 o que 
pode levar a formação de compostos que 
tornariam o biodiesel impróprio. O uso de 
compostos monoinsaturados é considerado 
melhor para a produção do biodiesel,19,34,35 
por resultar em um balanceamento 
adequado para este biocombustível. 

A proporção AGS:AGMI:AGPI do biodiesel 
obtido nas amostras foram consideradas 
proeminentes para a produção de biodiesel. 
Todavia Pseudanabaena sp. apresenta o 
maior teor de AGMI (46,29%), seguido de 
Phormidium sp. (40,17%) e da cultura mista 
Synechococcus sp. e Aphanocapsa sp. 
(33,55%). Phormidium sp. e a cultura mista 
(mista Synechococcus sp. e Aphanocapsa sp.) 
apresentam maiores teores de poli-
insaturados (16,88% e 14,61%, 
respectivamente), o que pode aumentar a 
viscosidade do biocombustível e ocasionar 
deposição de resíduos nas partes internas do 
motor.19,36 Adicionalmente, esta composição 
influenciar no índice de iodo, característica 
relacionada ao grau de instauração das 
cadeias que afeta diretamente na densidade, 
viscosidade e estabilidade oxidativa do 
biodiesel.19,37 

 

4. Conclusões 

 

Todas as cianobactérias estudadas se 
mostraram fontes potenciais de matéria-
prima para produção de biodiesel em larga 
escala. Todavia, Pseudanabaena sp. se 
destaca por possuir maior teor lipídico e 
apresentar maior teor de ácidos graxos 
monoinsaturados. Caracterizações físico-
químicas complementares tais como 
determinação da viscosidade, estabilidade 

                                                           
1 Mistura diesel-biodiesel em que 20% do 
total corresponde a biodiesel.  

oxidativa e índices de acidez, iodo e 
saponificação devem ser realizadas. O 
procedimento descrito neste trabalho pode 
ser considerado uma metodologia econômica 
e ambientalmente amigável para reações de 
esterificação com importância comercial, 
necessitando de otimização para o 
incremento das percentagens de conversão. 
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