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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.

Keywords: Fatty acids; biodiesel; cyanobacteria; gas chromatography.

Resumo

Nos ultimos anos houve um crescente aumento no interesse pela utilizacdo de microalgas para
producdo de biocombustiveis, especialmente biodiesel, a partir da prévia extragdo e subsequente
transesterificacdo dos acidos graxos presentes na biomassa de cianobactérias. Entretanto, este é
um método demorado, caro e que apresenta baixa produtividade. Atualmente este método vem
sendo substituido com sucesso pela esterificacdo in situ. Esta abordagem combina a extracdo e
esterificacdo de lipideos em um Unico passo, simplificando o processo necessario para a produgao
de biodiesel a partir da biomassa de microalgas. Neste trabalho, a sintese 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 acidos graxos saturados, 33-46% de acidos
graxos monoinsaturados e 4-16% de acidos graxos poli-insaturados, mostrando-se uma técnica
potencialmente vidvel para produ¢dao em maiores escalas.
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1. Introdugao

O biodiesel é um proeminente substituto
ao diesel convencional em funcdo de ser
considerado um combustivel renovavel, ndo-
téxico e biodegradavel. Este biocombustivel
consiste de uma mistura de alquil ésteres de
acidos graxos usualmente produzidos a partir
de  matérias-primas  renovaveis."*  As
microalgas e cianobactérias tem sido
consideradas como uma das matérias-primas

mais promissoras para a produgao de
biodiesel em fungao de seu curto ciclo celular
(alta taxa de crescimento), alto teor de éleo e
forte capacidade de adaptacdo ao meio
ambiente (alta salinidade, presenga de ions
de metais pesados e outros compostos
toxicos, alta concentragdo de CO,, etc.). Isto
permite seu cultivo em terras inexploradas, o
que apresenta como vantagem a nao
ocupacdo de dareas ardveis.>> Nos Uultimos
anos, devido aos avangos na pesquisa,
cianobactérias foram ganhando atencdo por
sua potencial aplicacdo em biotecnologia.®
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Cianobactérias sdo organismos primitivos
e muito diversos com algumas caracteristicas
de bactérias e outras de algas. Sdo similares
as algas no tamanho e também sdo
pigmentadas e realizam fotossintese. No
entanto, sdo organismos procariontes e
portanto constituem um grande grupo
dentro do reino Bacteria capaz de realizar
fotossintese com liberagdo de oxigénio.’
Reconhece-se a existéncia de 150 géneros e
2000 espécies deste tipo de organismo na
natureza,® entretanto especula-se que essas
estimativas sejam conservadoras.

As cianobactérias podem ocorrer como
células solitarias (frequentemente cocoides),
em filamentos, agregacdes e colbnias. Sdo
comuns em virtualmente todos os ambientes
aquaticos (dulciaquicolas, estuarinos e
marinhos) e ambientes terrestres uUmidos;
sdo ubiquas, mas tendem a ocorrer em maior
biomassa em ambientes de dgua doce, como
lagos, e mesmo em ambientes artificiais,
como reservatdrios. Espécies do género
Synechococcus  (células  cocéides), por
exemplo, sdo capazes de tolerar
temperaturas de até 74 °C, ao passo que
espécies do género Phormidium
(filamentosa) formam biofilmes no fundo de
lagos antarticos permanentemente cobertos
por gelo, com reduzida penetracdo de luz
mesmo no verdo.’

A extraordindria capacidade de adaptagao
destes seres a diversas condi¢es ambientais
é devida possivelmente a sua condigdo
procarionte e a simplicidade de suas células.’
Esta  caracteristica permite que as
cianobactérias possam ser explorados
comercialmente. A sintese de lipideos e
acidos graxos sob condigdes ambientais
adequadas de temperatura, luminosidade,
pH e disponibilidade de nutrientes, tornam as
cianobactérias uma excelente fonte de
matéria-prima para a produgdo de
biodiesel.'

Atualmente biodiesel de microalgas e
cianobactérias é produzido principalmente
por via convencional, através da extracdo de
acidos graxos da biomassa seguida de
conversdo dos triglicerideos a ésteres
alquilicos de acidos graxos (biodiesel) e

Vo

glicero Tal método é demorado, caro e
dificil de ser aplicado, uma vez que necessita
a quebra das rigidas paredes celulares das
algas.4 Recentemente, o método de
esterificagdo/transesterificacdo in situ, no
qgual a biomassa algal é posta diretamente
em contato com alcool e catalisador, tem
recebido muita atencdo para a producdo de
biodiesel & base de algas.” Este método tem
mostrado aumento no rendimento de
biodiesel produzido a partir de varios tecidos
de plantas e animais em comparagao com a
abordagem tradicional.*

I 11,12

O processo de producdo de biodiesel de
microalgas em uma etapa ja foi reportado
anteriormente para algumas espécies tais
como Schizochytrium limacinum,* Chlorella

sp., = Phaeodactylum tricornutum,
Chlamydomonas reinhardtii e Chlorella
vulgaris,"® empregando aquecimento e

agitacdo. Entretanto, rotas alternativas para
sintese de biodiesel em uma etapa vém
crescendo nos ultimos anos por possuirem
vantagens tais como economia de reagentes
e menores tempos reacionais.

A literatura reporta o uso de micro-ondas
e ondas ultrassonoras na esterificacdo de
lipideos diretamente da biomassa de
microalgas tais como Tetraselmis suecica,
Neochloris oleoabundans, Chlorella
sorokoniana, Synechocystis sp.,
Synechococcus elongates, Chaetoceros
gracilis” e Nannochloropsis sp.,** dentre
outras. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa mostrou diversas rotas para
esterificagdo de dacidos graxos empregando
sonoquimica,™? incluindo a esterificagdo in
situ da biomassa da microalga clordfita
Chlorella vulgaris.”

Muito embora  existam  trabalhos
reportados na literatura a respeito da sintese
de Dbiodiesel a partir de Odleo de
cianobactérias, ndo ha estudos relativos a
sintese deste biocombustivel diretamente a
partir da biomassa de cianobactérias
empregando ultrassom. Neste trabalho, a
sintese 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 géneros s3do de
ocorréncia comum em ambientes aqudticos
dulciaquicolas e terrestres Umidos, e
facilmente acessiveis para o desenvolvimento
de novas atividades econdomicas. O objetivo
deste trabalho é avaliar a composicdo do
perfil de acidos graxos dos biocombustiveis
sintetizados.

2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

As cepas das cianobactérias Phormidium
sp., Pseudanabaena sp., Synechococcus sp. e
Aphanocapsa sp. foram cedidas pelo
Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular de Algas da Universidade Federal
de Sdo Paulo (USP). As cianobactérias foram
cultivadas em meio de cultivo Braun-Grunow
padrdo (BGN;), filtradas com auxilio de
bomba a vacuo (Prismatec, 132B) e secas em
estufa com circulagdo de ar (Marconi,
MA035) a 25°C durante 72 horas.
Posteriormente, foram trituradas
manualmente com auxilio de almofariz e
pistilo e acondicionadas para uso futuro.

2.2. Conteudo lipidico total

O conteudo lipidico total (Lgras) foi
mensurado seguindo a metodologia proposta
por Bligh e Dyer.”” A quantificagdo se da a
partir da relagdo entre a quantidade de
lipideo extraido em 20 mL de cloroférmio, o
volume de cloroférmio recuperado apds a
extracdo, e a massa total da amostra,
conforme a Equacdo 1:

Elicker, C. et al.

P
Lrotais(%) = W x 100 Eq. 1

Ver

Equacdo 1, Conteudo lipidico total. Pae =
peso de amostra extraida (g); Pas = peso de
amostra bruta (g); Ve = volume de
cloroférmio recuperado (mL); V¢ = volume de
cloroférmio inicial utilizado (20 mL).

2.3. Sintese de biodiesel

A metodologia selecionada, empregando
ultrassom como promotor do rompimento
celular e da esterificacdo dos lipideos, foi
previamente descrita por Hobuss e
colaboradores®” e estd esquematizada na
Figura 1.

Os procedimentos foram realizados em
ultrassom (Sonics), com frequéncia total de
50/60 Hz, frequéncia ultrassdnica de 20 kHz e
amplitude de 30%. A biomassa seca das
cianobactérias (1 g) foi misturada a 7 mL de
metanol, 4 mL de cloroférmio e 1 mL de
acido sulfarico, a mistura reacional foi entdo
sonicada por 30 min. Depois de completa a
reacdo, a amostra foi resfriada a temperatura
ambiente e foram adicionados 10 mL de
Na,SO, 1,5%, misturando brevemente. As
amostras foram centrifugadas por 30 min a
3000 rpm (centrifuga Quimis, Q222T) para
acelerar a separacdo de fases aquosa e
organica. A fase organica (contendo
biodiesel) foi coletada e transferida para um
baldo previamente pesado e evaporada em
evaporador rotatério. Os ésteres metilicos de
acidos graxos (EMAG, biodiesel) foram,
entdo, determinados por cromatografia
gasosa com detector por ionizagdo em chama
(CG-FID).
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Figura 1. Esquema representativo do procedimento experimental adotado neste trabalho

2.3.1. Procedimentos cromatogrdficos

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 ionizacdo em chama (FID),
autoinjetor AOC-20i e coluna RTX-WAX 30m x
0,25mm x 0,25um (Restek Corporation). As
condicbes operacionais empregadas foram:
hidrogénio como géas carreador (vazdo 1,2
mL.min™); modo split (1:25); volume injetado
de amostra 1 puL; temperatura inicial do forno
100 °C, com rampa 7 oC.min™* até 200 °C, 5
oC.min™ até 202,6 °C (por um periodo de 2

min), 5 °C.min™ até 230°C (estavel em 10
min); temperatura do injetor e detector 250
oC; tempo total de corrida 34,29 min.

Os acidos graxos foram identificados por
comparagdo cromatografica dos tempos de
retengdo com o padrdo FAME Mix 37 (Sigma-
Aldrich), sendo os resultados expressos em
percentagem do composto em biomassa
seca. A percentagem de conversdo de acidos
graxos a ésteres metilicos de acidos graxos
(Cemag) foi calculada conforme determina a
norma EN 14103,%* utilizando padrao interno
acido heptadecanoico e heptano como
solvente, através da Equacdo 2:
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x 100

Cemac(%) = Any

Equacdo 2, Conversdao de acidos graxos a
ésteres metilicos de acidos graxos. ZA = total
da drea de picos dos ésteres metilicos C14:0 a
C24:1; Ay = pico de area correspondente ao
metil heptadecanoato; Cg = concentracdo da
solucdo de metil heptadecanoato utilizada
(mg.L'"); Vg = volume da solucdo de metil
heptadecanoato utilizada (mL); m = massa
utilizada de amostra (mg).

3. Resultados e discussao

A quantificagao do conteudo lipidico total,
conversdo de 4cidos graxos a ésteres
metilicos de acidos graxos (biodiesel) e o
perfil de acidos 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 identificagdo e quantificagdo dos
acidos graxos foram realizadas a partir de
seus picos correspondentes nos
cromatogramas apresentados na Figura 2.

X

Eq. 2

Phormidium sp. apresentou o menor
conteudo lipidico total (5,12%), seguido da
cultura  mista  Synechococcus sp. e
Aphanocapsa sp. (8,17%) e Pseudanabaena
sp. (10,98%). O teor de lipideos totais
determinado foi variavel entre os géneros e
mesmo em comparagdo com a literatura®?’.
Entretanto, deve-se considerar que esta
caracteristica é primariamente dependente
do tipo de cianobactéria e das condi¢des de
cultivo empregadas,”® tais como
temperatura, luminosidade e disponibilidade
de nutrientes. A percentagem de conversdo
de acidos graxos a ésteres metilicos de acidos
graxos alcangou valores baixos situados entre
11,3 -14,7%.

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

Tabela 1. Perfil de acidos graxos do biodiesel obtido por esterificacdo in situ dos lipideos

das cianobactérias estudadas

Cultura mista
Phormidium sp. Pseudanabaena sp. Synechococcus sp. e

Aphanocapsa sp.

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

Cemac (%) 14 11,3 14,7

Acidos 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
27GS 42,95 49,03 51,54
Acidos graxos monoinsaturados (AGMI) (%)

Ci4:1 0,44 14,29 1,28
C15:1 0,91 ND ND
Cile6:1 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
2 AGMI 40,17 46,29 33,55
Acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (%)

C18:2n6¢ 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
2 AGPI 16,88 4,68 14,91
2 AGMI+AGP! 57,05 50,97 48,46

Lrorais = Lipideos totais; Cgmag = Conversdo de AG a EMAG; ND = ndo detectado.
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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.
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Figura 3. (a) Teor de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados presentes
na amostra de biodiesel de diferentes culturas de cianobactérias e; (b) Principais acidos graxos
presentes no biodiesel sintetizado a partir da biomassa das cianobactérias objeto deste estudo
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O biodiesel obtido a partir da biomassa de
Phormidium sp. apresentou percentuais de
AGS e AGMI semelhantes, sendo o acido
hexadecandico (palmitico, C16:0) o
encontrado em maior quantidade dentre os
saturados e os 4cidos hexadecendico
(palmitoleico, C16:1) e octadecendico(oleico,
C18:1) predominantes entre os
monoinsaturados. A percentagem total de
AGPI quantificada alcancou mais de 16%, a
maior dentre as cianobactérias estudadas,
principalmente devido a presen¢a de acido
octadecadiendico (linoleico, C18:2).

Pseudanabaena sp. apresentou balanco

entre  AGS:AGMI  semelhante.  Acidos
hexadecandico (palmitico, C16:0) e
tetradecandico (miristico, C14:0) foram

encontrados em maior quantidade dentre os
saturados, e os 4&acidos hexadecendico
(palmitoleico, C16:1), tetradecendico (C14:1)
e octadecendico (oleico, C18:1) foram os
predominantes entre os monoinsaturados.
Dentre os 4cidos graxos poli-insaturados
(AGPIl), este género apresentou a menor
quantidade  total dentre todas as
cianobactérias (4,68%), composto de baixos
percentuais de diversos acidos graxos onde
predominou o acido octadecadiendico
(linoleico, C18:2).

A cultura mista Synechococcus sp. e
Aphanocapsa sp. apresentou predominio de
AGS (51,54%), a maior percentagem dentre
as culturas abordadas, sendo os acidos
hexadecandico (palmitico, C16:0) e
tetradecandico (miristico, C14:0) encontrados
em maior quantidade. Dentre os AGMI, os
predominantes foram os acidos
hexadecendico (palmitoleico, C16:1) e
octadecendico (oleico, C18:1). A semelhanca
de Phormidium sp., a quantidade de AGPI foi
alta, sendo o 4acido octadecadiendico
(linoleico, C18:2) o AGPI predominante.

Cabe salientar que todas as cianobactérias
apresentam os trés d4cidos  graxos
considerados os principais em cianobactérias,
conforme estudo de Sharathchandra e
Rajashekhar:*® &cido palmitico (C16:0) em
teores varidveis entre 25% e 33%; acido
oleico (C18:1) em concentragGes entre 7% e
15%; e 4acido linoleico (C18:2) em

Vo

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

Através de especificagdes normativas
determina-se que o biodiesel deve ser
composto  por ésteres de cadeias
hidrocarbénicas entre C12 e €22,* sendo os
teores de acido linolénico (C18:3) limitados a
no maximo 12% e poli-insaturados com
quatro ou mais duplas ligacbes limitado ao
méaximo de 1%.%' Phormidium sp., atende
simultaneamente a todas estas
especificacdes (100% dos 4acidos graxos
identificados tem entre 12 e 22 carbonos em
suas cadeias; 3,42% de C18:3 e 0,0% de
acidos graxos com quatro ou mais
insaturagdes), enquanto Pseudanabaena sp.
possui pequenos teores de dcidos graxos com
cadeias carbOnicas maiores que C22 ou
menores que Cl12 (0,68% e 0,88%,
respectivamente). A cultura mista
Synechococcus sp. e Aphanocapsa sp possui
1,49% do seu total de a&acidos graxos
compostos por cadeias maiores que C22 ou
menores que C12, e 1,18% de acidos graxos
com quatro ou mais insaturagoes.

A composicdo de 4cidos
biodiesel influencia em algumas
caracteristicas fisico-quimicas deste
biocombustivel, tais como viscosidade e
indice de iodo, e afeta diretamente a
qualidade do produto. Esteres
monoalquilicos de acidos graxos com cadeias
hidrocarbdnicas saturadas de C16 (palmitico)
e C18 (estearico) tem uma tendéncia maior a
se solidificarem a baixa temperatura do que
as cadeias de até 18 carbonos com uma ou
mais insaturacdes. Desta forma, o biodiesel
composto por cadeias saturadas pode se
tornar impréprio para o uso em climas frios.
Todavia, essa caracteristica ndo elimina a
possibilidade de uso dos ésteres com cadeias
saturadas na producdo de biodiesel, mas
limita seu uso em forma pura ou em misturas

graxos do
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maiores que B20! apenas a climas tropicais.32
Em contrapartida, a presenca de teores
elevados de acido linolénico (C18:3) ou
acidos graxos com quatro ou mais
insaturagcbes no oleo resultard em uma
tendéncia muito elevada a oxidacdo,® o que
pode levar a formacdo de compostos que
tornariam o biodiesel impréprio. O uso de
compostos monoinsaturados é considerado
melhor para a producdo do biodiesel,****
por resultar em um balanceamento
adequado para este biocombustivel.

A proporgdo AGS:AGMI:AGPI do biodiesel
obtido nas amostras foram consideradas
proeminentes para a producdo 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 biocombustivel e ocasionar
deposicdo de residuos nas partes internas do
motor."?® Adicionalmente, esta composicdo
influenciar no indice de iodo, caracteristica
relacionada ao grau de instauracdo das
cadeias que afeta diretamente na densidade,
viscosidade e estabilidade oxidativa do
biodiesel.’?’

4. Conclusoes

Todas as cianobactérias estudadas se
mostraram fontes potenciais de matéria-
prima para producdo de biodiesel em larga
escala. Todavia, Pseudanabaena sp. se
destaca por possuir maior teor lipidico e
apresentar maior teor de &acidos graxos
monoinsaturados. Caracterizacbes fisico-
qguimicas complementares tais como
determinacdao da viscosidade, estabilidade

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

Elicker, C. et al.

oxidativa e indices de acidez, iodo e
saponificacdo devem ser realizadas. O
procedimento descrito neste trabalho pode
ser considerado uma metodologia econémica
e ambientalmente amigavel para reac¢des de
esterificagdo com importancia comercial,
necessitando de otimizacdo para o
incremento das percentagens de conversao.
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