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APRESENTACAO

A publicacéo de e-books no Brasil € uma importante ferramenta para a divulgacéao
cientifica e a valorizagéo das pesquisas e pode ajudar a desenvolver uma relagdo mais
proxima entre a Academia e a Industria. O presente livro mostra aspectos da pesquisa
e transferéncia de tecnologia na engenharia quimica e suas &reas correlatas. Diversas
patentes, materiais e equipamentos vém sendo desenvolvidos buscando a melhora na
qualidade de vida humana, na qualidade dos produtos consumidos e melhora ambiental e
queremos mostrar estes trabalhos. O livro “Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia
na Engenharia Quimica” apresenta artigos na area de processos quimicos, tecnologia
quimica e ensino de quimica.

O e-book contem 8 capitulos, que abordam temas como biotecnologia; hidrélise
enzimatica; extracéo de lipideos a partir de microalgas; sintese de materiais adsorventes a
partir de residuos; preparacao de materiais para a remog¢ao de contaminantes; formulacées
de combustiveis; formulacdo alimentar com adicéo de residuo agroindustrial e produgéo de
anti-incrustantes a partir de surfactantes naturais.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos do conhecimento cientifico na area de Engenharia Quimica, abordando conceitos
de desenvolvimento e transferéncia de Tecnologia. Os artigos da colegdo podem ser
utilizados para o desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas
abordados e até mesmo para a atualizagdo do estado da arte nas areas de tecnologia
quimica, engenharia quimica e engenharia de bioprocessos.

ApoOs esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia

Quimica”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: As industrias de processamento
de alimentos, como laticinios e fabricas de
processamento de queijo, geram grandes
volumes de residuos liquidos. O soro do queijo
compde a maior parte desse volume, sendo
descartado, em sua maioria, diretamente
nos corpos hidricos sem nenhum tipo de
tratamento. Uma vez que o soro apresenta
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DE VALOR AGREGADO

elevada disponibilidade e qualidades nutricionais
interessantes, é possivel, por meio de processos
biotecnologicos, transforma-lo em produtos
de maior valor agregado e com caracteristicas
especificas. Este trabalho apresenta um breve
referencial tedrico sobre o soro do queijo e sua
potencial aplicagdo para fins alimenticios. A
hidrélise enzimatica das proteinas do soro do
queijo se mostra como um processo de facil
operacdo, de elevada especificidade e que
atua sob condicbes menos agressivas quando
comparada a hidrolise quimica.

PALAVRAS-CHAVE: Proteodlise, Soro do queijo,
Hidrélise enzimética, Processos biotecnoldgicos.

POTENTIAL BIOTECHNOLOGICAL
APPLICATION OF CHEESE WHEY IN
THE PRODUCTION OF VALUE-ADDED
PRODUCTS

ABSTRACT: Food industries, such as dairy
and cheese processing mills, generate large
volumes of liquid waste. Cheese whey makes up
most of the generated liquid waste, being mostly
discarded directly into water bodies without any
treatment. Since the whey has high availability
and interesting nutritional qualities, it is possible to
use the biotechnological processes to transform
it into products with specific characteristics and
add value to the waste. Therefore, this work
presents a brief bibliographic review about
cheese whey and its potential application for
food purposes. The enzymatic hydrolysis of the
whey protein from cheese is shown as an easy
operation and highly specific process, which acts
under less aggressive conditions when compared
to chemical hydrolysis.
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11 INTRODUGAO

O soro de queijo € um subproduto produzido em grande quantidade pela industria
de laticinios, sendo considerado um grande poluente ambiental devido a sua elevada carga
orgénica. Apesar de o soro ser considerado um subproduto, ele possui caracteristicas
interessantes inerentes a sua composi¢cdo. Muitas pesquisas vém sendo realizadas com
0 objetivo de explorar essas caracteristicas e transformar o soro em produtos de valor
agregado, como soro de leite em pd, proteina de soro de leite, bioetanol e probiéticos.
Conduto, dos 180 milhdes de toneladas produzidas ao ano, apenas cerca de 50% do
volume de soro é convertido nessa biotransformacao (YADAV et al., 2015; PANGHAL et
al., 2018).

Com o intuito de agregar valor ao soro, as proteinas que constituem esse subproduto,
tem chamado a aten¢éo devido as suas diversas propriedades de interesse. As proteinas
do soro sdo altamente digeriveis e contém elevado teor de aminoacidos essenciais (néo
produzidos pelo organismo). Ademais, possuem peptideos com propriedades bioativas
capazes de modular efeitos fisioldgicos no corpo humano, como modulagéo imunolégica,
propriedades antioxidantes, antivirais, antibacteriana e antifungica. Logo, a hidrélise das
proteinas do soro pode e deve ser utilizada para fins terapéuticos (ALMEIDA et al., 2013;
CARVALHO et al., 2013).

Em relagé@o a hidrélise quimica, a hidrolise enzimatica se desta pelo elevado controle
reacional e produgéo de hidrolisados especificos. Pequenos peptideos, tais como di e tri-
peptideos sdo mais bem absorvidos pelo organismo quando comparados com as proteinas
intactas e aminoacidos livres, constituindo em um maior valor nutricional.

21 SORO DO QUEIJO

O soro € o liquido remanescente da coagulacdo da caseina presente no leite durante
a produgéo do queijo (PRAZERES et al., 2012; YADAV et al., 2015). E um subproduto de
cor amarelo-esverdeado que retém aproximadamente 55% dos nutrientes presentes no
leite e corresponde a 85 — 95% do volume de leite utilizado no processo de fabricacédo do
queijo, de forma a ser o principal residuo do processo (SISO, 1996).

O queijo é um dos principais produtos agricolas do mundo, sendo a Unido Europeia
e os Estados Unidos os principais produtores. A cada 1 kg de queijo produzido, cerca de 9
kg de soro de queijo sédo gerados. Dessa forma, estima-se que a produgéo de soro gire em
torno de 180 a 190 milhdes de toneladas por ano, seguindo uma perspectiva de aumento
de 2% ao ano (YADAV et al., 2015; PANGHAL et al., 2018).

Nos paises ocidentais, 0 soro € produzido principalmente a partir do leite bovino.
Contudo, o leite de cabra, ovelha e bufalo também s&o bastante utilizados. As caracteristicas
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do soro gerado sé&o bastante dependentes do tipo de leite empregado no processo, e
ainda podem variar de acordo com raga, saude, alimentacao e estagio de lactacéo animal
(PRAZERES et al., 2012).

Duas principais variedades de soro podem ser obtidas de acordo com o método de
precipitacdo da caseina utilizado. O soro acido (pH < 5) resulta da precipitagéo acida no pH
isoelétrico da caseina (4,6), e 0 soro doce (pH 6 - 7) é obtido pela precipitagdo por meio
de enzimas proteoliticas (quimosina) (AQUARONE et al., 2001). De maneira geral, o0 soro
acido apresenta maior teor de cinzas e menor teor de proteinas, de modo que seu uso na
alimentagéo € mais limitado devido ao sabor acido e contetdo salino (SISO, 1996).

Sendo um efluente rico em nutrientes, o soro é composto por cerca de 93% de 4gua.
Em base seca, € formado por 70% de lactose, 9% de proteinas, 8-20% de sais minerais e
demais componentes como lipideos, acido latico e bactérias, acido latico, acido citrico e
vitaminas do grupo B (GUIMARAES et al., 2010; CARVALHO et al., 2013).

O soro é o principal subproduto da industria de laticinios (KOUTINAS et al., 2009).
A grande quantidade de carga organica presente, aliado ao seu grande volume gerado,
representa um grande problema ambiental. Diante do exposto, fica claro que o soro de
queijo n&o pode ser langado em corpos receptores sem um tratamento adequado. Diante
das propriedades nutritivas desse subproduto, a busca por tecnologias de transformacéo
em produtos valorizados tem se intensificado. Contudo, apenas 50% do volume gerado &
convertido em produtos de valor agregado (DIMITRELLOU et al., 2017), como soro de leite
em po, proteina do soro do leite (whey protein), bioetanol (GUIMARAES et al., 2010; YOU
et al., 2017), probiéticos (PANESAR et al., 2013) e substancias bioativas (LIU et al., 2018),
de forma que uma grande quantidade ainda permanece inutilizada.

Nesse processo de valoriza¢ado, o soro passa por dois procedimentos: um tratamento
fisico ou térmico, no qual € obtido o soro em po, proteina do soro, proteina isolada do soro,
lactose e outras fra¢des, e um posterior tratamento biotecnol6gico, por meio de enzimas ou
microoganismos, obtendo um produto de valor agregado (YADAV et al., 2015).

De acordo com Panghal et al. (2018), a valorizagéo do soro por meio de diferentes
tecnologias em variados produtos € um aspecto importante no desenvolvimento da
sustentabilidade em suas mdultiplas dimensbes (ambiental, econémica e social). Estes
produtos e métodos utilizados demonstraram ser tecnicamente alcancaveis. Contudo, ha

uma busca por tornar o processo mais economicamente viavel.

2.1 Proteinas do Soro

O soro é atualmente um popular suplemento dietético de proteinas, pois, de um
modo geral, possuem elevado valor funcional e nutricional. As proteinas do soro séo
altamente digeriveis, sendo rapidamente absorvidas pelo organismo, além de conter alto
teor de aminoacidos essenciais, 0s quais necessitam ser obtidos exclusivamente pela
alimentacgéo, pois ndo séo produzidos pelo organismo (SGARBIERI, 2004; ALMEIDA, et al.,
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2013). Por possuirem peptideos com propriedades bioativas capazes de modular efeitos
fisiol6gicos no corpo humano, o processamento das proteinas do soro também pode ser
usado para fins terapéuticos (CARVALHO et al., 2013).

As proteinas do soro apresentam estrutura globular contendo algumas pontes
dissulfeto que lhes conferem estabilidade estrutural. Sdo compostas de 70 a 80% por
B-lactoglobulina e a-lactalbumina, e o restante por soro albumina bovino, imunoglobulina,
lactoferrina, lactoperoxidase e glicomacropeptideos. A Tabela 1 ilustra a composi¢céo das
proteinas do soro de leite bovino e seus principais beneficios.

Componentes do soro Composicao (%) Beneficios
B-lactoglobulina 50 - 55 Fonte de aminoé&cidos essenciais
a-lactalbumina 20-25 Proteina priméria encontrada no

leite materno;
Fonte de aminoacidos essenciais

Imunoglobulina 10-15 Proteina priméria encontrada no
colostro;
Modulagéo imunologica
Soro albumina bovino 5-10 Fonte de aminoacidos essenciais
Glicomacropeptideos 10-15 N&o possui aminoacidos aromaticos
Lactoferrina 1-2 Propriedades antioxidante, antiviral,

antibacteriana e antifingica;
Promove crescimento de bactérias
benéficas

Lactoperoxidase 0,5 Propriedade antibacteriana

Tabela 1 — Componentes do soro de leite bovino e principais beneficios.
Fonte: Adaptado de Marshall (2004).

Apesar do grande numero de pesquisas relacionadas aos efeitos fisioldégicos
benéficos das proteinas do soro, o conhecimento sobre esses mecanismos é muito
limitado. Ainda ha um longo caminho a percorrer no que tange a agéo dessas proteinas
e das quantidades a serem ingeridas para promover tais beneficios (SGARBIERI, 2004).

2.2 Hidrolisado proteico para fenilcetontricos

A fenilcetornuria (PKU) caracteriza-se pela mutagcdo genética no cromossomo
12922-g24, herdado de forma autossémica recessiva (VALLIAN et al.,, 2003). Essa
mutacdo consiste na auséncia ou reducéo da atividade da enzima hepatica fenilalanina
hidroxilase, levando a inibicao da conversdo do aminoacido fenilalanina (Phe) em tirosina
(Tyr), acarretando em niveis perigosos de Phe no sangue (VALLIAN et al., 2003; CAMP et
al., 2014).

Atualmente, pacientes com PKU, também chamados de fenilcetonuricos, precisam

de uma dieta rigorosa ao longo da vida, de modo a necessitarem de suplementacéo
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adicional e restringir a Phe da proteina natural (produtos lacteos, ovos, carne e peixe)
a quantidade necesséria para manter as concentracdes sanguineas de Phe na faixa de
tratamento desejada, fornecendo a quantidade necesséria para o crescimento corporal e
desenvolvimento e manutengéo das funcdes bioldgicas (CAMP et al., 2014; SIRIN et al.,
2016).

A suplementacédo, geralmente, sdo misturas de aminoéacidos ou hidrolisados que
sdo advindos de férmulas industrializadas de acordo com a faixa etaria do paciente
(seguindo as recomendacdes vigentes da ANVISA para pessoas normais) ou do proprio
leite materno, que possui menor nivel de Phe que as formulas e beneficios imunolégicos.
As formulas encontradas sdo misturas de aminoacidos sintéticos e podem ser acrescidos
de carboidratos, gorduras, vitaminas e minerais (MIRA e MARQUEZ, 2000).

As misturas de aminoacidos livres podem ser um problema na terapia dietética de
fenilcetonuricos. Além de possuirem odor e paladar desagradaveis, devem ser consumidas
em grandes quantidades (DOS SANTOS et al., 2006), e a ingestédo, se feita em dose
Unica diaria, pode resultar em nauseas, vOmitos, tonturas, diarreia e também causam
hiperosmolaridade no trato gastrointestinal, resultando em absor¢cé@o ineficiente pelo
organismo (MIRA e MARQUEZ, 2000).

Os hidrolisados proteicos podem ser uma saida frente as opgdes téo limitadas, pois
melhoram as caracteristicas nutricionais das proteinas e dos aminoacidos livres, além de
melhorar suas propriedades organolépticas. Eles podem ser obtidos por meio da hidrélise
quimica (acida ou alcalina) ou enzimatica. Contudo, a hidrolise quimica ocorre em condi¢gbes
quimicas drasticas e hidrolisam ligacdes peptidicas em locais inespecificos, resultando em
um perfil variavel de peptideos e aminoacidos. A hidrélise enzimatica ocorre em condicoes
brandas de operacao e resulta em perfil peptidico de composicdo bem definida (MIRA e
MARQUEZ, 2000; TAVANO, 2013).

2.3 Hidrdlise enzimatica das proteinas do soro

O uso de hidrolisados proteicos, devido as suas propriedades na nutricdo humana,
tem chamado cada vez mais atencdo das indUstrias. A hidrolise enzimatica é uma
abordagem capaz de produzir modifica¢des especificas e seletivas da proteina, produzindo
hidrolisados com diversas propriedades funcionais (AGUILAR e SATO, 2018).

Na hidrélise enzimatica, as proteinas sdo quebradas em peptideos de diferentes
tamanhos e aminoacidos livres. De um modo geral, a reagédo ocorre sob condi¢cdes brandas
de operacgéao, pH entre 6 e 8 e temperaturas entre 40 e 60 °C (CLEMENTE, 2000).

Ahidrolise de proteinas alimentares, principalmente a formacao de oligopeptideos (di
e tri-peptideos), pode melhorar as caracteristicas nutricionais, pois sdo mais bem absorvidos
pelo organismo, evitando diarreia osmética causada pela ingestdo de aminoacidos livres
(CLEMENTE, 2000). Ademais, hidrolisados proteicos podem melhorar as caracteristicas

sensoriais, devido a posterior remogdo de aminoacidos aromaticos que conferem sabor
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amargo (PINTO et al., 2008), além de serem economicamente mais viaveis que misturas
de aminoécidos sintéticos usadas no Brasil. As propriedades fisicas dos produtos podem
ser de grande utilidade para a industria no preparo de alimentos para a industria, visto que,
além de serem nutritivos, sdo praticamente inodoros e fornecem uma base adequada para
adicdo de sabores e aromas, agregando valor no produto final (MIRA e MARQUEZ, 2000).

A hidrélise enzimética do soro € comum para reduzir a alergenicidade de proteinas
por clivagem das regides antigénicas (ROCHA et al., 2011; PESSATO et al., 2016; MAO e
KULOZIK, 2018), produzir peptideos bioativos (ROCHA et al., 2011), bem como hidrolisados
especificos para dietas terapéuticas. Um hidrolisado protéico com teor minimo ou reduzido
de Phe pode ser uma opg¢édo de menor custo, mais palatavel e de melhor valor nutricional
aos fenilcetondricos, cuja dieta &€ extremamente restrita quanto a ingestao de proteinas.

Dessa forma, fica clara a importancia do desenvolvimento tecnolégico quanto
a producdo de hidrolisados com as caracteristicas acima mencionadas, pois as
especificidades do produto dependem da proteina do substrato, das enzimas utilizadas
na reagdo, do grau de hidrélise e das condi¢cdes de reagdo. Diversos pesquisadores tém
utilizado a hidrélise enzimatica das proteinas do soro (SILVA et al., 2007; ROCHA et al.,
2011; SILVESTRE et al., 2013; SILVA et al., 2015; BASSAN et al., 2016; PESSATO et al.,
2016) a fim de produzir hidrolisados proteicos com diversas especificidades, inclusive para
fenilcetonaricos (TARDIOLI et al., 2003; CABRERA-PADILLA et al., 2009; GALVAO et al.,
2009).

31 CONSIDERAGOES FINAIS

A hidrélise do soro do queijo tem crescido nos ultimos anos na tentativa de néo s6
dar um destino adequado ao efluente, mas também agregar valor a esse subproduto. Muitos
estudos sobre a hidrélise das proteinas do soro tém sido realizados em diversos ambitos e
areas do conhecimento, de forma a explorar cada vez mais as suas propriedades.

A hidrélise enzimatica das proteinas do soro tem se mostrado uma alternativa viavel
industrialmente, visto que é possivel a obtencdo de produtos de valor agregado e com
caracteristicas nutricionais especificas, sob condi¢cdes brandas de operagéo, a partir de um
residuo industrial de elevada disponibilidade.
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RESUMO: Fontes alternativas de energia
renovavel para substituir o uso de combustivel
fossil vém sido estudadas. Entre eles, a produgéo
de etanol a partir de processos fermentativos
de matérias-primas renovaveis baseadas em
carbono é atrativa por ser uma opg¢&o mais limpa
e viavel. Estes processos fermentativos podem
e devem ser aperfeicoados de maneira continua
e existem diversas formas de modela-los. Uma
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das maneiras mais Uteis de analisar processos
€ o desenvolvimento de modelos mateméaticos
do processo. Visto isso, este trabalho o
desenvolvimento e simulagcdo do processo de
fermentacédo da produgéo do etanol do caldo da
cana-de-agucar a partir as rotas metabolicas,
sendo implementado usando-se o software livre
Dynetica.

PALAVRAS-CHAVE: DYNETICA, software livre,
energia renovavel, bioetanol, rota metabdlica.

MODELING THE PRODUCTION

PROCESS OF BIOETHANOL IN

DYNETICA USING SIMPLIFIED
METABOLIC PATHWAYS

ABSTRACT: Alternative sources of renewable
energy to replace the use of fossil fuels have been
studied. Among them, the production of ethanol
from fermentative processes of carbon-based
renewable raw materials has attracted attention
because it is a clean and more viable option.
These fermentative processes can and should
be continuously optimized and there are several
forms of modeling them. One of the most useful
ways to analyze processes is the development
of mathematical models of processes. In view
of this, the present work seeks to development
and simulation of fermentation of bioethanol
production process from sugar cane through
metabolic pathways, using the software Dynetica.
KEYWORDS: DYNETICA, free software,
renewable energy, ethanol, metabolic pathway.
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11 INTRODUGAO

Problemas causados pelo uso de combustiveis de fonte fésseis induzem ao
desenvolvimento de bioprocessos sustentaveis [1]. O uso de combustiveis derivados do
petroleo resulta em uma grande emisséo de CO2, o que representa uma grande contribuicéo
para a emissao total de gases do efeito estufa (GEE) [2]. Atualmente, o bioetanol é o
biocombustivel dominante, com sua maioria sendo produzida nos Estados Unidos e no
Brasil, utilizando milho e cana-de-agicar como matéria-prima, espectivamente [2,3]. Os
custos de matéria- prima, especialmente do milho, a producdo e a reducéo de emissao de
gases GEE leva a um debate continuo sobre a utilizagdo de biocombustiveis [4]. No Brasil,
nédo ha duvida de que a dependéncia de combustiveis derivados de petréleo tem diminuido
devido ao continuo desenvolvimento e aperfeicoamento da indUstria de alcool e agucar,
que além do etanol produz bioeletricidade, polimeros e até mesmoalimentos para consumo
humano e animal [5,6].

Uma maneira de aperfeicoar o bioprocesso é estudar o agente de transformacao
utilizado, como os micro-organismos utilizados na fermentacdo [1]. Micro-organismos
podem ser considerados como pequenas industrias, controladas pelo seu metabolismo
através de uma rede de reacdes bem reguladas, que quase nunca produz uma substancia
a mais do que o necessario [7]. Entdo, a melhoria do desempenho de um micro-organismo
pode ser alcangada através da otimizagédo e maior entendimento de sua rede metabdlica ou
a introducéo de uma nova rota metabdlica através de modificagdes genéticas, um método
que precisa de grande conhecimento de genética e metabolismo [1,2]

A cinética de fermentacao pode ser analisada de duas maneiras: pelo consumo de
substrato ao longo do tempo ou pela formagéo de produto ao longo do tempo. Assim:

% = velocidade de consumo do substrato (1)
@) . )
at|, = velocidade de produgéo de produto @)

Em um grafico de Substrato (S) ou Produto (P) pelo tempo, tais velocidades sédo
dadas pela inclinagéo da reta tangente a curva no instante t, como mostra a Figura 1.

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica Capitulo 2 _
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Curva do produta

Curva do substrato

t tempo Ch

Figura 1 — Comportamento das concentragdes de substrato e produto em fungéo do tempo.

Como a concentracdo de microorganismos ndo é constante com o tempo e
baseando-se na hip6tese da existéncia de uma proporcionalidade entre a concentragao de
complexo enzimatico que realiza a transformagao e a concentracao de microorganismo que
contem este complexo, surge o conceito de velocidade especifica, que pode ser aplicado
tanto ao substrato quanto ao produto ou microorganismo.

1dX
x dt
1dsS
T xdt
1dpP
M= ——

x dt

(5)

Da mesma forma, pode-se fazer um grafico da velocidade especifica contra o tempo
e determinar os periodos de tempo em que a velocidade é maxima, seja para crescimento
de célula, seja para producao de produto.

Uma das formas de se aumentar a producéo do etanol € aumentar a eficiéncia
do processo de fermentacéo. Para tal, faz-se necessario ter-se o modelo do processo. A
modelagem pode ser empirica (caixa preta) ou fenomenolégica. Em processos bioquimicos,
normalmente temos a mistura das duas abordagens, a chamada modelagem mista. Uma
vez que geralmente temos a forma das equacdes, derivadas de conhecimentos teoricos,
e constantes a determinar, que podem ser obtidas a partir de dados experimentais. Pode-
se chamar de “macro” a forma de se modelar os processos bioquimicos com equacgbes
diferenciais que envolvem o produto (P), o substrato (S) e o microrganismo (X), estes
modelos servem e serviram para avangos nestes estudos.

Modelos matematicos podem simular o comportamento dindmico e complexo do
metabolismo celular. Modelos de rotas metabdlicas consistem em reag¢des enzimaticas

descritas através de sua estequiometria, fluxo de reacéo e constantes cinéticas (algumas
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constantes cinéticas precisam de um modelo adquirido em literaturas, mas normalmente
elas estdo incompletas, incompativeis ou simplesmente inexistentes) [14]. Sendo assim,
a maioria dos modelos matematicos de rotas bioquimicas foi desenvolvida baseada em
dados coletados de diferentes fontes [10,14].

Hoje, com o avango do conhecimento das rotas metabdlicas e no processamento dos
computadores um tipo de modelagem “micro” tem sido largamente investigado, aquele que
usa o equacionamento das rotas metabodlicas. Neste trabalho estabeleceu-se a condigédo
de modelar o processo de produg¢do do etanol usando rotas metabdlicas e para auxiliar
esse controle fez-se 0 uso do software Dynetica, que & um software livre.

21 PARTE EXPERIMENTAL

Uma rota metabdlica € uma rede complexa de reag¢des ocorrendo simultaneamente.
Para exemplificar, um esquema de modelo ramificado da glicolise que sera utilizado consiste
de trés reacdes, conforme figura 2. O software utilizado para esta etapa foi o Dynetica e as
etapas seguem de acordo com as descri¢cdes abaixo.

B Dynetical.2 beta - m] X
File Edit View Simulation Math Help
New || Open || Rename Save As | Close
Start Algorithm RungeKutta4 A
Glicolise
ij Glicolise : =
¢ [CJ Parameters
[ Time
Information
v‘
<« Il \ »
New| Substance "l Print Graph | System Information | Sour

Figura 3 — Imagem inicial do Dynetica

De inicio, criou-se um modelo de reagao, no menu New e foi definido um nome para
o sistema. Um sistema em branco apareceu, nesta janela o painel esquerdo mostrava a
exibicdo de arvore-estrutura da rede e no painel da direita exibia-se uma representagéo
gréafica. Havia uma lista de parédmetros no painel a esquerda; o parametro “Time” ja vem
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com o programa e este pardmetro ndo deve ser modificado ou excluido, pois isso pode
corromper o arquivo de entrada.

Na linguagem do programa, cada substancia representa um componente da reacao:
reagente, produto, catalisador, etc. Para criar uma substancia, clicou-se na flecha para
baixo ao lado do “New” inferior, em “Substance” e adicionou- se um nome, por exemplo A.
Depois disso um n6 azul, correspondente a este “A” criado, apareceu no console principal.
Aprendeu-se a fechar a janela do editor clicando no canto superior direito da caixa e
reabrindo com um duplo clique no né correspondente

| 1] Dynetic
| Eile Edit View Simulation Math Help

: New ” Open || Rename || Save || Save As " Cluse|

Pause | Resume | Plot Algorithm RungeKuttad :

|[Glicolise
[ Glicolise : |~
¢ [ Substances A
DA L4

& [ Parameters

Substance A

Initial value 0.0
Value 0.0 5
Min 0.0
LG v '6931246623157E308
dynetica.entity. Substan|= ax
Initialvalue { 0.0} Rate expression
alue {0.0}

Min {0.0}
Max {1.797693134862

Annotation
X {462.5}
Y {200.0}

Annotation { }

« ] D 4] i

Dl
Newi Substance |V| Print Graph " System Information || Source || Delete|

Figura 4 — Nodo da Substancia

Estudo e aprendizado da opcdo Progressive Reaction do programa Dynetica,
que serve para modelar uma reagdo simples que converta uma substancia em outra; em
seguida, clicou-se no mesmo botdo de combinagcdo usado para criar a substéncia, mas
selecionou-se a opgao Progressive Reaction. Inseriu-se o parametro k, que representa a
velocidade especifica da reagéo ou constante de velocidade. Ha uma lista de parametros
no lado esquerdo da janela principal. A reagdo na interface grafica aparece como uma
seta encaixotada. A linha verde indica que a produgé@o da substéancia, a linha vermelha
representa o consumo da substancia, e uma linha tracejada indica que a substancia cinza
afeta a cinética da reacéo. Os parédmetros podem ser definidos antes do tempo desde que
eles sdo gerados automaticamente quando a reagdo é formada. As substancias também

podem ser omitidas antes de criar a reagéo, e o programa ira adiciona-los automaticamente.
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No entanto, reconheceu-se que o layout grafico de nés e reacdes em algumas plataformas
fica de forma mais confusa, portanto o recomendado é que as substancias sejam criadas
antes das reacdes que participam.

Verificou-se que as reagdes sao classificadas em dois tipos nesse programa: reacdes
progressivas ou reagdes equilibradas e algumas opg¢des séo fornecidas, como Progressive
Reaction, Mass Action, Decay e Michaelis-Menten, cada uma delas requisitando os
parametros respectivos. Também ha possibilidade de formular as expressdes cinéticas.
Para criar uma nova expressao, utilizou-se o botdo de combinagéo na parte inferior da
pagina e selecionar Expression Variable. A se¢do Expressdes do apéndice fornece uma
lista das operacgdes e fungdes compreendidas pelo Dynetica dentro dessa estrutura. Para
executar o modelo, clicou-se no botdo Iniciar na barra de Simulacéo na parte superior da
tela e, em seguida, no botao Plot ao lado dele. Estas op¢des, juntamente com a maioria dos
outros mencionados abaixo estéo disponiveis no Menu Simulagéo da barra de menus. Uma
janela de simulagéo contendo o comportamento dependente do tempo de substéancias no
sistema aparece na tela. Por padrédo, o Dynetica usa uma variavel de tempo etapa 4% ordem
algoritmo de Runge-Kutta (identificado como “RungeKuttaFehlberg”), que é implementado
com base na descri¢cdo de numéricos. Para acessa-lo, clicou-se no botdo de cima na barra
de Simulacéo ao lado do rétulo “Algoritmo” e selecione a op¢do RungeKutta4.

Na parte de simulagdo, o Dynetica pode também modelar a dinamica do sistema,
considerando-se cada reacdo como uma etapa individual que tem uma certa probabilidade
de que ocorra durante um intervalo de tempo amostrados. Este tipo de analise é relevante
para os sistemas que envolvem um baixo numero de moléculas de reagentes e produtos.
Matematicamente se manifesta através do algoritmo denominado Gillespie e estocastica,
porque a presenca de uma probabilidade igual qualquer reacéo disparando em qualquer
momento no tempo introduz uma aleatoriedade para a simulagéo ndo é possivel dentro
de simulacbes deterministas. Trés métodos particulares de realizagdo do algoritmo de
Gillespie estao disponiveis em Dynetica para modelagem estocastica. No mesmo botao de
combinacdo, onde as op¢des de modelagem deterministicos foram localizados, tendo-se
as seguintes opcoes: Direct Method, Optimized Direct Method ou First Reaction Method. O
Direct Method, 0 método mais comum para implementar o algoritmo Gillespie, opera com
base em uma escolha aleatéria de reacoées com probabilidades de reagéo que redefinem a
cada iteracao da etapa de tempo.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Fez-se entdo a insercéo das substancias que participam do processo de fermentacao
no Dynetica, gerando um nodo para cada substancia. Por conveniéncia, os nodos foram
nomeados da seguinte forma: glicose = S; acido piravico = Pir; acetaldeido = A; etanol =
EtOH. Para os valores iniciais de tais substancias, tem-se que apenas o valor inicial da
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glicose difere de 0, pois apenas ela se encontra presente incialmente no meio. Para fins
deste trabalho, considerou-se uma fermentagéo cuja concentracéo inicial de substrato é 30
g/L de glicose, ou 0,1665 mol/L de glicose.

Tendo as substancias em maos, adicionaram-se as reacoes. Todas as reacbes seréo
consideradas como progressivas. No caso de reagdes metabdlicas, tal como no caso da
cinética enzimética, consideraremos que as reagbes sao de primeira ordem. Assim, para
a primeira reagao, R1, que transforma um mol de glicose em dois mols de acido piravico,
para uma cinética tipo k1 * [S], consideremos uma constante cinética baixa, visto que uma
elevada constante dessa reacdo, causaria uma conversdo imediata de toda glicose no
meio, 0 que ndo se verifica experimentalmente. Partindo dos dados deAcorsi (2012), temos
que essa quantidade de glicose deve ser consumida em aproximadamente 75 minutos.
Isso levou ao uso de k1 = 0.07. A reagéo do 4cido piravico em acetaldeido e a reagéo do
acetaldeido em etanol ndo devem ser lentas, pois, nesse caso haveria acimulo dessas
substancias no interior da célula. Para as reacdes R2 e R3 entéo, propbs-se k2 = k3 = 1.0.

Entende-se por resultados a informacgéao pertinente aos dados coletados e analisados,
abrangendo estudos de caso.

Progressive Reaction R

Stoichiometry S -= 2.0Pir

Kinetics k1 *[S]

f Variables r Annotation

|Substances

s

Pir Initial value 0.1665

Substance S

\Value 1.5182918500687234E-4)

Min 00

Max 1.7976931348623157E308

Rate expression -1.0* (k1 *[S])
Annotation

Parameters
k1

Parameter k1

alue 0.07

Minimum value 0.0

Maximum value [1.7976931348623157E308

Annotation

Figura 5 - Configuragéo da reagéo 1.
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Progressive Reaction R3

Stoichiometry

Kinetics

|2.0A -= 2.0EtOH

1+ [S]- (k2 * [Pif] + k3 * [A])

fVanahles rAnnulatiDn |

Substance A

[Substances
A
EtOH Initial value
S_ Value
Pir
Min
Max

0.0

0.0

0.0

1.7976931348623157E308

Rate expression (1 * [S] - (k2 * [Pir] + k3 * [A]))

Annotation

Parameters

k1
k2
K3

Parameter k1

alue

Minimum value

Maximum value

0.07]

0.0

1.7976931348623157E308

Annotation

Figura 6 - Configuragéo da reacéo 2

Progressive Reaction R2

Stoichiometry

Kinetics

[2.0Pir-= 2.0A

k1= [S]- k2 * [Pir]

Wariables. rAnnntamn |

SAubslances Substance A
S Initial value 0.0
Fir Value 0.0
Min 0.0
Max 1.7976931348623157E308]
Rate expression |¢1*[S]- (k2 * [Pir] - k3 * [A]))
Annotation
Parameters Pramererkd
k1
k2 alue 0.07
Minimum value 00
Maximum value |1.7976931348623157E308
Annotation

Figura 7 - Configuracéo da reagéo 3.
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Apo6s definidas as substancias e reagbes, 0 seguinte nodo aparece na area de

trabalho do Dynetica:
5 = ° N = . ™
Figura 7 - Nodos reacionais.

Ao clicar em “Plot” e definir os parametros graficos de acordo com o preferido, o
programa simula a reagéo e, neste caso, forneceu o seguinte resultado:

Figura 8 - Producéo de etanol por via metabdlica.

41 CONCLUSAO

O processo pbdbde ser modelado e simulado com o uso do software Dynetica.
Dentro da proposta de auxiliar na modelagem de uma rota metabdlica para o processo
de fermentacdo, o programa correspondeu as expectativas e o rendimento atingido foi o
esperado para casos de fermentagdo sem inibigéo.
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RESUMO: Biocombustiveis derivados de 6leos
extraidos de microalgas sao considerados
promissores na substituicao de fontes de energia
a base de petroleo. No entanto, a extracdo
de lipidios dessa fonte é um desafio devido
ao seu baixo rendimento e a necessidade de
procedimentos de alto custo no rompimento
da parede celular. Neste estudo, sera descrito
alguns métodos fisicos e quimicos usados para
ruptura celular e extragéo dos lipideos de algas.
Além disso, apresentaremos um estudo da
multivariada das condi¢bes de extracéo, visando
maximizar a extracdo lipidica da microalga
Scenedesmus sp, cultivada em aguas residuais.
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LIPIDEOS DE ALGAS

O método de extracédo, o tempo de extragéo, a
mistura de solventes e o pré-tratamento foram
considerados entre os niveis superior e inferior
para avaliar sua significancia, incluindo suas
interacdes na resposta experimental, utilizando
um numero reduzido de experimentos. Os
estudos foram realizados utilizando métodos
de extracdo de baixo custo, como agitacdo
magnética e ultrassom. A condicdo 6tima de
extracdo foi obtida utilizando uma mistura de
solventes, cloroférmio:metanol (2:1), em um
periodo de extracéo de 2 horas no ultrassom.
PALAVRAS-CHAVE: Algas, extracao de lipideos,
técnicas fisicas e quimicas.

STUDY OF ALGAE LIPID EXTRACTION
TECHNIQUES

ABSTRACT: Biofuels derived from oils extracted
from microalgae are considered promising in the
replacement of petroleum-based energy sources.
However, extracting lipids from this source is a
challenge due to its low yield and the need for
high-cost procedures to break the cell wall. In this
study, some physical and chemical methods used
for cell disruption and lipid extraction from algae
were described. Also, we present a study of the
multivariate of the extraction conditions, aiming to
maximize the lipid extraction of the Scenedesmus
sp microalgae grown in wastewater. The
extraction method, extraction time, solvent
mixture, and pretreatment were considered
between the upper and lower levels to assess
their significance, including their interactions
in the experimental response, using a reduced
number of experiments. The studies were carried
out using low-cost extraction methods, such
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as magnetic stirring and ultrasound. The optimal extraction condition was obtained using a
solvent mixture, chloroform: methanol (2: 1), in an extraction period of 2 hours on ultrasound.
KEYWORDS: Algae, lipid extraction, physical and chemical techniques.

11 INTRODUGAO

Grande parte da energia utilizada pelas nacdes é derivada de combustiveis fosseis.
Entretanto, alguns problemas enfrentados pelo uso desses combustiveis sédo a questdo
ambiental e o esgotamento de tais fontes. A incerteza em sua disponibilidade é considerada
um importante gatilho para os pesquisadores procurarem por fontes alternativas de
energia, que podem complementar ou substituir combustiveis fésseis (HARUN et al., 2010;
MATA et al., 2010). Considerando tais condigdes, a busca por energias renovaveis e por
combustiveis sustentaveis tém se intensificado (CHEN et al., 2018; OUANJI et al., 2016;
MOAZAMI et al., 2012). Nesse contexto, a sintese de biodiesel em larga escala tem se
tornado mais atraente nos Gltimos anos devido a sua renovabilidade, menor toxicidade
quando comparado ao diesel de petréleo e apelo ambiental uma vez que ¢€ livre de enxofre,
arométicos e produz menos fuligem, 6xido de carbono e didxido de carbono (MISHRA e
GOSWAMI, 2018). Atualmente, o biodiesel é produzido a partir de diferentes safras, como
soja, colza, girassol, palma, coco, jatropha, karanja, usou 6Oleo frito e gorduras animais
(SPOLARE et al., 2006; KHAN et al., 2009). Havera certas limitagdes no uso desses 6leos
como combustiveis alternativos por causa de sua demanda de alimentos, expectativa de
vida, menor rendimento /ha, maior uso da terra e preco mais alto, entre outros (MATA
et al., 2010). E necessario pesquisar matérias-primas alternativas ndo alimentares para
producéo de biodiesel. Selecdo de matéria-prima de biodiesel é baseada em maiores
rendimentos, curta duragdo, menor custo de producéo e menos terras uso. Entre as varias
matérias-primas do biodiesel, o 6leo de microalgas tem potencial para substituir o 6leo
diesel convencional.

No entanto, emrelagéo aos substratos tradicionalmente usados para biocombustiveis,
a producéo comercial de FAME a partir de 6leos vegetais e gordura animal podem gerar
problemas de sustentabilidade, pois afetam a produgédo de alimentos (BALAT, 2011), e
a producgéo de 6leos ndo comestiveis estd associada a disponibilidade de terras araveis
para seu cultivo (ULLAH et al., 2014). Assim, a exploragdo de combustiveis alternativos
tem se voltado para os chamados biocombustiveis de terceira geracdo (BHARGAVI et al.,
2018), ou seja, produzir 6leos de baixo custo e biomassa renovavel com alto potencial de
producao de energia.

Do ponto de vista ambiental, as microalgas apresentam vérias vantagens sobre as
oleaginosas que sdo amplamente utilizada para extragcdo do 6leo (RANDRIANARISON e
ASHRAF, 2017), pois n&o precisam de campos cultivaveis, podem ser cultivadas em aguas
residuais, apresentando taxas de crescimento mais elevada do que as plantas terrestres e
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tém uma densidade de energia maior do que as matérias-primas vegetais (BAICHA et al.,
2016).

Contudo, a extragéo de lipidios da biomassa de microalgas consiste em romper as
paredes celulares das algas (GHASEMINAGHDI et al., 2016) usando abordagens mecéanicas
e/ou quimicas (HALIM et al., 2012). Como a quantidade de lipideos nas microalgas é
relativemente pequena (15 a 30%), é crucial que o procedimento de extracao selecionado
seja eficiente para extrair o maxmo de lipideos possivel (RAMLUCKAN et al., 2014). A
extracdo de lipideos de microalgas passa por problemas causados pela presenca de agua,
além da ruptura das paredes celulares que formam uma barreira para a penetragéo do
solvente. (YAP et al, 2014). Lipidios séo constituidos por um grupo diverso de substancias
biologicas, algumas das quais polares, enquanto outras ndo polares (SCOTT et al., 2010).
A extracéo de lipidios da biomassa de microalgas sao, portanto, uma tarefa desafiadora que
€ fundamental na determinagé&o da economia geral do biodiesel producao (BARCLAY et al.,
1994). Embora a extracéo de lipidios em escala de laboratério seja bastante rotineira, as
variaveis que afetam a extracao de lipidios de microalgas sdo néo € bem compreendido e
aumenta a escala para produg¢é@o comercial um desafio maior (WIJFFLES et al., 2010). Um
processo de extracdo de lipidios ideal para biodiesel de microalga a produgéo precisa ser
especifica para lipidios (a fim de minimizar a co-extragcdo de contaminantes néo lipidicos)
e seletiva para as fragdes lipidicas necessarias. Uma vez liberado das célula de algas, os
lipidios sdo capazes de passar para a fase de solvente a partir da qual eles podem ser
coletados ap0s a evaporagédo do solvente. Ruptura celular é entdo considerado um método
para quebrar a parede celular das algas. Uma vez que as microalgas sdo caracterizadas
por uma parede celular, que é uma espessa e camada rigida composta de carboidratos
complexos e glicoproteinas com alta resisténcia mecénica e resisténcia quimica, esta etapa
operacional pode exigir grandes quantidades de energia. As principais técnicas de rupturas
das células podem ser conceitualmente categorizadas em métodos fisicos e quimicos.
Apesar de alguns métodos fisicos e quimicos isoladamente serem capazes de romper a
membrana celular de certas algas, muitas vezes é necessario o uso da combinacéo de dois
ou mais métodos para esse fim.

Sendo assim nesse capitulo iremos tratar de algumas técnicas quimicas, fisicas e a
conjugacao das duas para extracao de lipideos de algas. Além disso, apresentaremos um
estudo multivariado das condi¢des de extragdo, visando maximizar a extracéo lipidica da
microalga Scenedesmus sp, cultivada em aguas residuais.

21 TECNICAS DE RUPTURA CELULAR DAS ALGAS

Na pratica, os métodos utilizados para ruptura celular de microalgas séao divididos
em: Ruptura Celular por processos Fisicos, Ruptura Celular por Métodos Quimicos.
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2.1 Ruptura Celular de microalgas por processos Fisicos

Dependendo do tipo de biomassa, € recomendado um pré-tratamento antes da
extracado lipidica. O pré-tratamento ajuda a promover a ruptura celular das microalgas
induzindo a extracdo de lipidios, ou seja, liberando-os das estruturas celulares com maior
facilidade (MUBARAK et al., 2015). Os métodos de ruptura podem ser classificados de
acordo com a forma de desintegracao celular em fisicos ou quimicos, sendo que os fisicos
séo utilizados por manterem a integridade quimica das substancias contidas inicialmente
nas células (GREENWELL et al., 2010).

Os métodos fisicos mais estudados sdo a autoclavagem, homogeneizagdo em
alta presséo, ultrassonicagdo, moagem, liofilizacdo, micro-ondas, prensagem e método
bead beating. Enquanto os quimicos incluem geralmente a lise celular com uso de &acidos,
bases, enzimas ou choques osméticos (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012). (HALIM et
al., 2012b).

2.1.1 Autoclavagem

A autoclavagem é um processo também conhecido como termdlise e consiste no
aquecimento da biomassa em banho maria com controle de temperatura e injecéo de vapor.
O calor sera difundido do ambiente para o interior das células, passando pela membrana
celular (LEE; LEWIS; ASHMAN, 2012).

2.1.2 Homogeneizacdo sob alta pressdo

A homogeneizacgdo sob alta pressédo consiste € um processo em que suspensodes
da biomassa é passada através de um pequeno orificio, a alta pressdes, ligado a uma
camara com pressdo atmosférica. Com a descompressao as células se rompem, e uma
grande quantidade de calor é gerada, sendo assim o processo é realizado sob refrigeragéo.
(TREVAN et al., 1990). A ruptura das células feita por esse método, gera um rompimento
néo especifico, visto que apenas uma parte da parede celular é rompida.

2.1.3 Ultrassonicacéo

A ruptura celular por ultrassonicacdo se dara quando ondas ultrassénicas com
elevada frequéncia e intensidade é aplicada na biomassa. Essas ondas causam a cavitacéo
que resulta na liberagdo de ondas de choques altamente energéticas que causam tensées
mecénicas e danos na superficie das células. Durante esse processo ocorre a formacao
de bolhas que sdo menores que a células das microalgas, e a coliséo entre as bolhas e as
células cria pequenas regides de pressdes muito altas que acabem por romper a parede
celular desses micro-organismos (GREENLY & TESTER, 2015)

A maior parte da energia ultrassénica absorvida pela biomassa se transforma em
calor, assim um controle de temperatura € necessario (MIDDELBERG, 1995). Além da
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temperatura outros fatores podem influenciar no processo de ultrassonicagcao como: tempo
do processo - maiores tempos, mais rompimento ocorrera. Entretanto deve-se observar
que uma maior quantidade de células rompidas pode inibir a propagacdo das ondas
sonoras, diminuindo a eficiéncia de processo; Esferas de Vidro - a adi¢cdo de esferas de
vidro aumenta a moagem, e por consequéncia a eficiéncia do processo. Viscosidade da
biomassa celular — baixas viscosidades permitem um colapso mais violento das bolhas e
uma maior eficiéncia da ruptura das células. Porém, a viscosidade aumenta a medida que
0s produtos intracelulares séo liberados no meio.

2.1.4 Moagem

O moinho de bolas é um método simples e efetivo para o rompimento da parede
celular de diferentes tipos de micro-organismos. O moinho possui uma camara de moagem
encamisada com uma haste longitudinal rotatéria no centro. Os agitadores de diferentes
formatos estdo presos na haste, e eles sdo responsaveis pela transmissdo de energia
cinética a pequenas esferas que existem na camara, forcando-as a colidirem umas com as
outras (MIDDELBERG, 1995). A selecéo do didmetro das esferas e da carga de particulas
€ de grande importancia para uma maior eficiéncia no processo de ruptura celular,
dependendo da localizagdo do bioproduto na célula.

2.1.5 Liofilizacéo

O processo de liofilizagdo constitui no congelamento da biomassa que depois sera
enviada para uma camara de vacuo e aumento gradativo da temperatura. Com o aumento
da temperatura a pressao circunvizinha é reduzida, o que permite que a agua congelada
passe diretamente da fase sélida para a fase gasoso. No processo de congelamento as
paredes das células ficam mais porosas devido a formagéo de cristais de gelo dentro das
células e aumentam a extragdo de produtos intracelulares. (CANAVATE; FERNANDEZ-
DIiAZ, 2001).

2.1.6  Micro ondas

As micro-ondas, sao ondas eletromagnéticas, com comprimento de onda maiores
que os raios infravermelhos e menores que as ondas de radio, compreendendo frequéncias
entre 300 e 300.000 MHz. (MAHESAR et al., 2008). A energia das micro-ondas atua como
radiagé@o nao ionizante que provoca a rotagéo dos dipolos e 0 movimento das moléculas por
migracao dos ions. Esta rotacdo com fricgcdo das moléculas gera calor que causa a ruptura
celular. O calor, em combinag¢édo com o efeito de eletroporagao, resulta numa maior abertura
da membrana, otimizando a extracao de metabdlitos intracelulares (CAMEL, 2000).
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2.1.7 Prensagem

A prensa expeller é considerada a forma mais antiga de extragao de éleo de algas.
Este processo usa uma prensa mecanica para quebrar as células e comprimir o 6leo da
biomassa seca ou Umida e pode extrair cerca de 75% de 6leo. O principio envolvido nesta
técnica é que ao aplicar alta presséo o teor de 6leo da biomassa é eliminado pela quebra
das células. A aplicacdo da pressao nao deve ser muito alta, caso contrario, a qualidade
dos lipidios, bem como a quantidade, diminuem (HARA e RADIN, 1978). Mas, este método
€ bastante lento e requer uma grande quantidade de biomassa (NETO et al., 2013).

2.1.8 Método bead beating

O bead beating € um método em que as células das algas sdo quebradas pela alta
velocidade de agitacdo (KUMAR et al., 2015). Este método consiste no uso de esferas de
vidro muito pequenas (ou algum outro material) que sdo adicionados a biomassa algal e
esta sofre agitagcdo. O choque fisico, provocado pela agitagédo, entre as contas (vibrando
ou sacudindo) com as células resulta em uma ruptura da parede celular, expondo todo o
material ao meio. A grande vantagem deste método é que pode ser operado em processos
continuos e em grande escala.

2.2 Ruptura Celular por Métodos Quimicos

A parede celular de um micro-organismo pode ser permeabilizada por varios
compostos quimicos, que irdo diferir na seletividade e eficiéncia dependendo da espécie
microbiana. A ruptura quimica pode ser realizada por hidréxidos, acidos, agentes oxidantes,
antibiéticos, agentes quelantes, detergentes, solventes, enzimas ou por e hipocloritos
(GECIOVA, BURY; JELEN, 2002, Steriti et al. 2014, bioresoure technology).

Os alcalis mais utilizados para ruptura celular sdo a aménia e o hidroxido de sédio,
pois inativam micro-organismos geneticamente modificados ou patégenos durante o
rompimento. Entretanto, geram muitos poluentes, que séo a principal desvantagem desse
método.

Agentes oxidantes, como a H,O, e ragente de Fenton (FeSO,), foram eficientes
para a ruptura de biomassa algal. De acordo com Wu et al. (2010), a reacdo entre
H,O, e ions Fe?* pode produzir radicais hidroxila (OH") que por sua vez podem atacar e
degradar os compostos organicos que constituem a parede celular (ST RITI et al., 2014).
Provavelmente, essa reagéo ocorre preferencialmente em certas zonas da parede celular
que contém compostos organicos que séo facilmente oxidados por radicais OH . De fato, a
ruptura ocorre em certas areas da parede celular e leva a liberacdo do material intracelular,
incluindo lipidios. Uma vez que os lipideos sdo transferidos para a solugéo, eles sdo
atacados por radicais hidroxila, gerando degradagcdo de produtos como os peréxidos
lipidicos. (Gonzalez et al., 2012). Até onde essa reacao indesejada prossegue dependera
das concentragbes residuais de H,0, e Fe*, bem como do tempo decorrido antes que
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um solvente, como o etanol, seja adicionado na solugéo a fim de interrompé-la. Por esta
raz&o, tanto a concentragéo de H,O, quanto o tempo de contato devem ser ajustados
adequadamente.

Os compostos detergentes dissociam proteinas e lipoproteinas das paredes
celulares, provocando a formagéo de poros e liberando a molécula-alvo. A eficiéncia do
rompimento depende do pH e da temperatura e pode ser aumentado por um pré-tratamento
a base de solventes organicos que iniciam e estimulam a auttlise (WAGNER, SCENI;
RAMBALA, 2008).

Os solventes organicos servem para romper muitos tipos de células e podem ser
qualificados como um meio tradicional de ataque. Ndo sdo empregados para ruptura em
escala industrial por diversas razdes, entre elas o alto custo e a toxicidade (TREVAN et al.,
1990). As rupturas quimicas mais utilizadas séo as que empregam o dimetilsulféxido (DMSO)
ou o tolueno, sendo que ambos alteram a composicdo das membranas, aumentando a sua
permeabilidade (WAGNER, SCENI; RAMBALA, 2008).

Os solventes orgénicos conseguem romper muitos tipos de células e podem ser
qualificados como um meio tradicional de ataque. Em escala industrial ndo séo empregados,
devido ao alto custo e toxicidade. (TREVAN et al., 1990). Entretanto, alguns solventes
orgénicos sao permitidos para uso nas industrias, principalmente na de alimentos,
sendo que o uso e suas concentracbes dependem do tipo de alimento onde eles serdo
empregados (FOOD AND DRUG REGULATION, 2005). Os solventes mais utilizados nas
rupturas celulares sdo o dimetilsulféxido (DMSO) ou o tolueno, sendo que ambos alteram
a composicdo das membranas, aumentando a sua permeabilidade (WAGNER, SCENI;
RAMBALA, 2008).

Os &cidos cloridrico, acético e lactico, foram utilizados na ruptura celular alguns
microorganismos (NI et al., (008).

Enzimas liticas sdo enzimas envolvidas na quebra da parede celular de leveduras
e fungos, podendo ser utilizadas para a obtencao de diferentes produtos intracelulares
(FLEURI; SATO, 2010). O mecanismo de rompimento como o uso de enzimas é baseado no
fato de que a pressado osmobtica interna rompe a membrana, ou parte dela, permitindo que
0 conteudo intracelular seja liberado para o meio externo. As vantagens desse mecanismo
séo: facil controle do pH e da temperatura do meio, baixo investimento de capital, alta
especificidade para degradacéo da parede celular e uso em associacdo com métodos
mecanicos. As enzimas agem sinergicamente na lise da parede celular, mas somente duas
sdo essenciais para o rompimento da célula: a protease litica especifica, que degrada a
camada externa de mananaproteina; e a B-1,3-glucanase litica, que degrada a camada
interna de glucana, implicando no rompimento celular por diferenca de pressédo osmética
(FLEURI; SATO, 2005). A eficacia de enzimas na lise dos componentes da parede celular
pode variar dependendo do estagio de crescimento celular, do género e da espécie do
microorganismo.
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31 TECNICAS DE EXTRAGAO LIPIDICA DE ALGAS

3.1 Extracao por solvente

A maxima “semelhante dissolve semelhante” descreve suscintamente o principio
basico que esta por tras da extracéo lipidica de microalgas usando solventes (HALIM et
al., 2012), uma vez que prevé interagdes intermoleculares com polaridades semelhantes.
Um solvente ideal requer altos niveis de especificidade para os lipidios, além de ser volatil
o suficiente para garantir uma separacao de baixa energia. A extracdo pode usar solventes
néo polares, como hexano, benzeno, tolueno, éter dietilico, cloroférmio e solventes polares
como metanol, acetona, acetato de etila e etanol. Os solventes nao polares interrompem
as interacoes hidrofébicas entre os lipidios néo polares e neutros, disponiveis na biomassa
das algas (MUBARAK et al., 2015).

Um mecanismo de extragdo utilizando solventes organicos foi proposto por Halim et
al. (2012) e € mostrado na Figura 1. Quando uma célula microalgal € exposta a um solvente
organico apolar, como hexano ou cloroférmio, o solvente organico penetra através da
membrana celular (etapa 1) e interage com os lipidios através de forcas de van der Waals
(etapa 2) para formar um complexo solvente organico-lipidio (etapa 3). Este complexo,
impulsionado por um gradiente de concentracado, se difunde através da membrana celular
(etapa 4) e os lipidios sdo extraidos das células e permanecem dissolvidos no solvente
orgénico (etapa 5). No entanto, alguns lipidios anfipaticos, encontrados no citoplasma,
estdo fortemente ligados a proteinas na membrana celular por ligacées de hidrogénio.
Interacbes de van der Waals formadas entre o solvente orgénico apolar e os lipidios
anfipaticos no complexo séo inadequados para interromper as associacoes lipidio-proteina.
Assim, solventes orgéanicos polares (metanol, por exemplo) sdo capazes de interromper
essas associagoes formando ligagdes de hidrogénio com os lipidios no complexo (KATES
1972; MEDINA et al., 1998). A metade inferior da Figura 3 mostra as cinco etapas pelas
quais a mistura de solventes organicos (apolar/polar) passa, buscando facilitar a extragéo
dos complexos lipidios que estao associados a proteinas.
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Lipidios anfipaticos

Figura 1 — Diagrama esquematico do mecanismo de extracao lipidica por solvente orgénico,
composto por cinco etapas. Onde: o solvente organico nédo polar, ¢ solvente organico polar

Na extracao por solventes podemos citar o método de Folch et al. (1957) e o método
de Bligh e Dyer (1959), que sdo métodos de extracdo a frio onde a qualidade da fracéo
lipidica ndo é afetada. A combinagéo dos solventes utilizados na extragédo, para ambos os
métodos, pode mudar com base na polaridade dos lipidios presentes nas espécies das
algas.

O método de Folch et al. (1957) é a técnica de extragcdo mais popular, em que
varios solventes organicos ou mistura de diferentes solventes séo utilizados para extrair
seletivamente lipidios das microalgas. A combinacao mais comum é cloroférmio e metanol
na propor¢cdo de 2:1 por volume, seguida pela adicdo de uma solucdo de cloreto de
potéassio, visando uma melhor separagéo das fases. Apds a adicdo da amostra na mistura
de solventes, toda a mistura é agitada suavemente (cerca de 20-25 min) seguida por
centrifugacao (2000 rpm) ou filiracdo para recuperar a fase liquida. O manuseio rapido e
facil de grandes quantidades de amostras € a principal vantagem desse método.

O método de Bligh e Dyer (1959) € uma verséo simplificada do método de Folch,
propondo uma rapida extragéo e purificacdo de lipidios totais. Utiliza cloroférmio, metanol
e agua na proporcéao de 2:1:0,8 por volume, onde ocorre a formagdo de um sistema
bifasico, a partir das proporgdes de solventes adicionados durante o processo de extragao.
Esta separacao de fases esta baseada na teoria do equilibrio liquido-liquido desses trés
componentes (cloroférmio/metanol/agua). Neste método, as proteinas da amostra sédo
precipitadas entre as duas fases lipidicas, tanto a extracdo quanto a particéo lipidica
sdo realizadas simultaneamente. Varios trabalhos foram relatados na literatura usando o
método de Bligh e Dyer para extracao de lipidios (GRIFFITHS et al., 2010; CHENG et al.,
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2011; WIDJAJA et al., 2009) e formas modificadas também foram usadas (LEE et al., 2010;
CHEN et al., 2012). O uso de solventes toéxicos como hexano e cloroférmio causa riscos
adversos a saude e ao meio ambiente e é a principal desvantagem do método de extragédo
por solvente do 6leo de algas (ARESTA et al., 2005).

Outro método quimico inclui a extracdo por Soxhlet, no qual um solvente organico
€ usado para remover o 6leo da alga através de repetidas lavagens. O aparelho Soxhlet
consiste em trés compartimentos principais: um baldo de fundo redondo, continuamente
aquecido, um extrator do tipo Soxhlet para conter a biomassa microalgal e um condensador
para resfriamento continuo. Considerando que, durante os ciclos de evaporagdo e
condensacédo do solvente, o aparelho de Soxhlet realiza o processo continuamente e
restabelece a biomassa com solventes organicos frescos, podemos pensar nesse método
como uma forma de minimizar o consumo de produtos quimicos (HALIM et al., 2012).
Embora essa técnica de extragédo reduza a quantidade de solventes toxicos, o tempo de
execucao mais longo é a principal desvantagem. Além disso, procedimentos com refluxo de
solvente por muitas horas devem ser evitados, ja que favorecem as reagdes de peroxidagéao
e de hidrolise, as quais podem comprometer a quantificacdo de certos componentes
lipidicos (KATES, 1972).

3.2 Uso de Fluidos Supercriticos

Os fluidos supercriticos séo considerados adequados como um método de extragao
por solvente. Neste método o diéxido de carbono liquido, solvente de baixa toxicidade, é
aquecido e usado como solvente para a extragéo do 6leo. O CO, supercritico (SC-CO,) é
comumente usado para a maioria das extracoes de fluido supercritico devido a sua presséao
critica moderada (7,4 MPa) e a baixa temperatura critica (31,1 °C) (WANG e WELLER,
2006). As variaveis operacionais que influenciam o desempenho da extracao de lipidios séo
pressao, temperatura e taxa de fluxo de fluido. As condicdes ideais dessas variaveis sdo
importantes para reduzir a necessidade de energia e maximizar o rendimento lipidico na
extracdo. Halim et al. (2011) avaliaram o desempenho da extracao lipidica da Chlorococcum
sp. utilizando SC-CO, e hexano, baseado nos rendimentos e na composi¢éo de acidos
graxos. O rendimento lipidico diminuiu com 0 aumento da temperatura e da pressao usando
SC-CO,,. Eles também relataram que a extracdo por Soxhlet, usando hexano, levou 5 a 6
vezes 0 tempo necessario para extragédo com SC-CO, para alcangar um rendimento lipidico
comparavel de 0,058 g de lipidio/g de microalga seca. Além disso, o uso de co-solventes,
como o etanol, com SC-CO, pode aumentar o rendimento de extragéo lipidica. A técnica de
extracao de fluido supercritico usa solventes menos toxicos para extracao lipidica, contudo
o investimento de capital inicial em equipamento € muito alto.
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41 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO NA EXTRAGAO LIPIDICA

Dependendo do tipo de biomassa, € recomendado um pré-tratamento antes da
extracado lipidica. O pré-tratamento ajuda a promover a ruptura celular das microalgas
induzindo a extracdo de lipidios, ou seja, liberando-os das estruturas celulares com maior
facilidade (MUBARAK et al., 2015). Os métodos de pré-tratamento podem ser mecéanicos
ou ndo mecanicos.

Os métodos mecanicos incluem homogeneizagéo em alta pressao, ultrassonicagéo,
moagem, autoclave, liofilizacdo e micro-ondas. Os métodos n&do mecéanicos envolvem o
tratamento das células com acidos, éalcalis, enzimas e choques osmoticos (HALIM et al.,
2012).

McMillan et al. (2013) analisaram diferentes métodos de pré-tratamento, como
micro-ondas, banho-maria, blender, ultrassom e laser para romper a parede celular da
microalga Nannochloropsis oculata. O requisito da temperatura relativamente baixa tornou
o0 método de ruptura celular por ultrassonicacdo a melhor escolha, quando comparado
aos métodos de micro-ondas e autoclave. As condicbes necessarias para a sonicagao
foram importantes para reduzir a entrada de energia e melhorar a qualidade dos lipidios da
biomassa das algas.

Assim, encontrar o método mais eficiente e as condi¢des ideias para a extracédo
lipidica sdo importantes para reducédo dos custos na producdo de biodiesel a partir de
6leo de microalgas. De acordo com Mubarak et al. (2015), a ado¢do de um Unico método
de extracdo pode ndo ser suficiente para obter o rendimento maximo das algas. Portanto,
métodos de pré-tratamento, como métodos assistidos por micro-ondas ou ultrassom,
combinados com extracao por solvente, podem render o maximo da quantidade de lipidios
das algas.

51 ESTUDO MULTIVARIADO DAS CONDICOES DE EXTRAGAO LIPIDICA

Os protocolos de extracéo lipidica foram realizados de acordo com a literatura, com
algumas modificagdes (BLIGH e DYER, 1959). Em um procedimento tipico, 2 g de biomassa
de microalga seca foi suspensa em 30 mL de uma mistura de solventes (cloroférimo:metanol
ou cloroférmio:etanol) e mantida em ultrassonicagédo ou agitagdo magnética sob condigbes
especificas, as quais estdo descritas na Tabela 1. Em seguida, o residuo de biomassa foi
separado da fase organica por filtragcdo e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida
para obtencé@o do Oleo. Todas as extragdes foram realizadas em ftriplicata. (Dall’oglio et
al. 2019). Um planejamento fatorial completo com quatro variaveis independentes (24) foi
usado para avaliar a significAncia dos efeitos e as intera¢gdes das variaveis na extracédo
dos lipidios. A biomassa algal obtida no processo de secagem foi submetida a diferentes
técnicas de rompimento. As variaveis avaliadas para o planejamento experimental | foram:

mistura de solventes, método de extracéo, tempo de extragéo e pré-tratamento, conforme a
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Tabela 1. Os métodos de extracgéo utilizados foram ultrassom a 60 °C e agitacdo magnética.
Os 16 ensaios foram realizados aleatoriamente em 5 dias para evitar erros sistematicos.
A resposta foi analisada como a quantidade de lipidios obtidos em relacdo a massa de
microalgas utilizada, expressa em porcentagem.

Nivel Fatorial
Variaveis Simbolos
-1 +1
Mistura de Solventes X, CHCI,:EtOH (2:1) CHCI,:MeOH (2:1)
. = Ultrassonificagao Agitacao Magnética
Método de Extragéo X, 2 60 °C 260 °C
Tempo de Extragéo (h) X, 1 2
Pré-tratamento X, Banho de Agua Forno

Tabela 1 — Planejamento fatorial completo 2* para a mistura de solventes, técnica de extragao,
tempo de extragdo e pré-tratamento (Planejamento Experimental I).

Com base nos resultados do planejamento experimental I, outro planejamento
fatorial completo 24 (planejamento experimental Il), que avaliaria qualquer outra interacéo
possivel, foi proposto. As variaveis avaliadas para o planejamento experimental Il séo
apreentadas na Tabela 2.

Nivel Fatorial
Variaveis Simbolos
-1 +1
Mistura de Solventes X, CHCI,:EtOH (2:1) CHCI,;:MeOH (2:1)
Agitacdo Magnética / Temperatura (°C) X, 60 150
Tempo de Extracao (h) X, 1 2
Pré-tratamento X, Banho de Agua Forno

Tabela 2 — Planejamento fatorial completo 24 para a mistura de solventes, temperatura de
extracéo, tempo de extracao e pré-tratamento (Planejamento Experimental I1).

Para o planejamento experimental Il, 16 experimentos foram realizados. Como
Ultima investigacao, foi considerado o tempo de extragdo, com base no planejamento
experimental . Nesse contexto, as diferencas entre as respostas para 2, 4 e 6 h de tempo
de extracao (realizadas em triplicata), utilizando ultrassonicacéo a 60 °C como método de
extragdo, CHCI,:MeOH (2:1) como solvente e banho-maria como pré-tratamento, foram
avaliadas por meio da andlise de variancia unilateral (ANOVA unilateral).

A variavel dependente corresponde a quantidade de lipidio obtida em relacdo a
massa de microalga utilizada, expressa em porcentagem.
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Para estratégia proposta, as variaveis independentes foram qualitativas e
quantitativas, ou seja, o tempo de extracdo é o pardmetro quantitativo e os demais séo
os parametros qualitativos. A Tabela 3 mostra o resultado dos ensaios experimentais (16
execucbes) para a extracdo lipidica, apresentando os niveis codificados das variaveis
(conforme a Tabela 1). Os experimentos foram realizados de forma aleatéria, em um
periodo de 5 dias.

Experimentos Variaveis' Bgngjimento total de
X, X, X, X, lipidios (%)
1 -1 -1 -1 -1 6,39
2 -1 -1 -1 +1 2,81
s -1 -1 +1 1 52
4 -1 -1 +1 +1 4,79
5 -1 +1 -1 -1 417
6 -1 +1 -1 +1 4,39
7 -1 +1 +1 -1 5,13
8 -1 +1 +1 +1 4,19
9 +1 -1 -1 -1 7,50
10 +1 -1 -1 +1 5,90
1 +1 -1 +1 -1 6,23
12 +1 -1 +1 A 7,70
13 +1 +1 -1 -1 6,29
14 +1 +1 -1 1 548
15 +1 +1 +1 4 606
16 +1 +1 +1 A 572

Tabela 3 — Planejamento Experimental | (planejamento fatorial completo 2¢) e respostas
(rendimento total de lipidios) obtidas para cada experimento.

' De acordo com as descri¢des da Tabela 1.

O grafico de Pareto (Figura 2), resultante da estimativa de efeitos padronizados do
planejamento experimental | para cada interagdo e fator, mostra a magnitude e a importancia
dos parametros. Alinha tracejada horizontal corresponde ao valor da distribuicdo tde Student
com 95% de confianga (p = 0,05) e graus de liberdade adequados. Portanto, os efeitos
individuais ou intera¢des que ultrapassam a linha tracejada horizontal sdo significativos.
Percebe-se que o Unico parametro significativo para a extragéo é a mistura de solventes.
O valor positivo sugere que a maximizagédo da resposta (aumento do rendimento total de
lipidios) ocorre no nivel mais alto, ou seja, com a propor¢éo de CHCI :MeOH de 2:1. Esses
dados estédo de acordo com a literatura, Cho et al. (2012), em uma abordagem univariada,
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obteve esse parametro (mistura de solventes de CHCI:MeOH de 2:1) como o mais
significativo também para a extracao de lipidios da Scenedesmus obliquus. Abomohra et al.
(2016) apresentam dados semelhantes. No entanto, € importante enfatizar que em analises
univaridas a maximizacéo da resposta s6 é encontrada em certas condi¢cdes especiais,
correspondentes aquelas cujas interagdes das variaveis tem pouca ou nenhuma influéncia
no dominio experimental escolhido. Uma vez que a auséncia de interacbes a priori nunca
é conhecida, uma abordagem multivariada deve sempre ser feita. Os efeitos das outras
variaveis, ou seja, método de extracdo, tempo e pré-tratamento ndo foram significativos,

uma vez que nao séo estatisticamente diferentes da variagéo experimental.

2k 4

Estimativa dos efeitos padronizados

3F .

X X KX, X, XX, XX XX X X X, X X,

Fatores e interacdes

Figura 2 — Grafico de Pareto para o planejamento experimental | com uma linha tracejada na
horizontal correspondendo a um nivel de significancia de p = 0,05, que indica a significancia da
mistura de solventes para a extragao lipidica. Os simbolos séo apresentados na Tabela 1; XiXj

representa a interagéo entre os fatores i e j.

E relevante notar que, apesar do grafico de Pareto (Figura 5 - planejamento
experimental |) revelar uma informagé&o muito importante para a otimizacdo da extracéo
lipidica, diferentes niveis de temperatura ndo foram considerados. Anteriormente, as
andlises eram todas realizadas a 60 °C, tanto para extragdes assistidas por ultrassom como
por agitacdo magnética. A extracdo assistida por ultrassonicagéo ocorre necessariamente
na fase liquida, ou seja, o procedimento deve ser realizado sob o ponto de ebuligdo do
solvente, onde a cavitagdo provoca a formacgdo de microbolhas (ALBAHARI et al., 2018).
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Alternativamente, o método assistido por agitacdo magnética pode ser aplicado sob

diferentes temperaturas. Portanto, um segundo planejamento experimental (planejamento

experimental IlI) foi proposto para investigar qualquer efeito estatistico significativo

envolvendo a temperatura e/ou suas interacdes com outras variaveis na extracao.

Os experimentos de extra¢ao foram realizados em planejamento fatorial completo 24,

e os resultados com 16 experimentagdes séo mostrados na Tabela 4. Os niveis codificados

das variaveis podem ser vistos na Tabela 2. Os experimentos foram realizados de forma

aleatéria em um periodo de 5 dias.

Rendimento total de

Experimentos X, X, X, X, lipidios (%)
1 1 -1 -1 -1 4,17
2 -1 -1 -1 +1 3,37
3 -1 -1 +1 -1 4,47
4 -1 -1 +1 +1 2,47
5 -1 +1 -1 -1 5,13
6 -1 +1 -1 +1 4,19
7 -1 +1 +1 -1 5,02
8 -1 +1 +1 +1 3,65
9 +1 -1 -1 -1 6,29
10 +1 -1 -1 +1 5,48
1 +1 -1 +1 -1 5,38
12 +1 -1 +1 +1 6,52
13 +1 +1 -1 -1 6,06
14 +1 +1 -1 +1 6,88
15 +1 +1 +1 -1 5,19
16 +1 +1 +1 +1 4,49

Tabela 4 — Planejamento Experimental Il (Planejamento fatorial completo 2¢) e respostas
(rendimento total de lipidios) obtidas para cada experimento.

' De acordo com as descri¢des da Tabela 2.

A Figura 3 apresenta o gréafico de Pareto, resultante do planejamento experimental 1.
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Estimativa dos efeitos padronizados

Ky R M, MiE Xy Xy Ky MM, X, KoM,

Fatores e interacoes

Figura 3 — Grafico de Pareto para o planejamento experimental Il com uma linha tracejada
horizontal correspondendo a um nivel de significancia de p = 0,05, que indica a significancia da
mistura de solventes para a extragdo de lipidios. Os simbolos séo apresentados na Tabela 3;
XiXj representa a interacédo entre os fatoresi e j.

A Figura 6 (grafico de Pareto) mostra novamente que o Unico fator significativo é
a mistura de solventes. Os demais fatores ndo apresentam interagéo significativa entre
si para produzir a maximizacdo das respostas. Ambos 0s planejamentos experimentais
sugerem o seguinte:

1 — a proporgéo de 2:1 (CHCI,:MeOH) foi a melhor para maximizar a extragéo de
lipidios da microalga da espécie Scenedesmus sp.;

2 — a composicao de solventes néo interage significativamente com as técnicas de
extracdo (ultrassonicacao e agitacdo magnética) nem com os tempos de extracao;

3 —também néo ha interacao significativa com a temperatura entre os niveis de 60
e 150 °C, utilizando a agitagdo magnética como método de extracao;

4 — os procedimentos de pré-tratamento néo séo significativos e néo interagem com
as demais variaveis e;

5 —tempos de 1 e 2 h ndo diferem significativamente no que diz respeito ao teor de
lipidios extraidos.
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Diante dos resultados, a Ultima investigacéo foi realizada com relagéo ao tempo de
extracdo, a fim de verificar se os tempos de 4 e 6 h aumentariam a extracéo lipidica ja que
antes eram considerados apenas 1 e 2 h.

Assim, combase no planejamento experimental | e no efeito dos pardmetros primarios,
0 uso de banho-maria, CHCI,:MeOH (2:1) e ultrassonicag&o a 60 °C foram mantidos como
pré-tratamento, mistura de solventes e método de extracédo, respectivamente. Os efeitos
do banho-maria e ultrassom apresentam sinais negativos de acordo com o planejamento
experimental proposto anteriormente, sugerindo que a resposta aumenta nos niveis
mais baixos. One-way ANOVA foi usada para avaliar o tempo de extracdo (2, 4 e 6 h). As
andlises foram realizadas em triplicata nas condicdes citadas acima e os resultados sédo

apresentados na Tabela 5.

Tempo de Extragao Rendimento total de lipidios (%)
6,23 5,91 6,06
4 517 5,98 7,65
6,32 5,88 717

Tabela 5 — Rendimento total de lipidios obtido da Scenedesmus sp. para tempos de extragéo
diferentes. Condi¢cdes experimentais: banho-maria, extragéo por ultrassom a 60 °C e
CHCI,:MeOH (2:1).

AAnalise de Variancia, Tabela 6, mostra que o tempo de extracao nao foi significativo
no rendimento total de lipidios (F = 3,04, p =0,1223), indicando que nas condi¢des estudadas
a extracdo ndo melhora expressivamente devido ao aumento do tempo, ou seja, o tempo
de 2 h é suficiente para promover a liberagédo dos lipidios das células da microalga. Nesse
ponto, vale ressaltar que a auséncia de interagdes significativas verificadas no planejamento
experimental | e os conhecimentos aqui desenvolvidos estimulariam a realizagédo de um
estudo univariado, mesmo com a modificagéo dos niveis de tempo. Porém, de acordo com
o que foi exposto até o momento, a abordagem multivariada proposta é vantajosa no que
diz respeito a redug¢éo do numero de experimentos, tempo e energia.

ANOVA
Fonte de Variagéo Soma dos Graus de Quadrados F p
Quadrados Liberdade Médios
Entre o Grupo 2,18447 2 1,09223 3,04 0,1223
Dentro do Grupo 2,15353 6 0,35892
Total 4,338 8

Tabela 6 — ANOVA avaliando o efeito do tempo de extragdo (2, 4 e 6 h) na porcentagem de
lipidios da microalga Scenedesmus sp.
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Algumas espécies de microalgas pertencentes ao género Scenedesmus (sp.
obliquus, acutus, abundans, vacuolatus, etc) sédo candidatas promissoras para produg¢ao
de biodiesel. Numerosos estudos tém apontado a eficiéncia dessas microalgas na
remogdo de nutrientes de diferentes tipos de aguas residuais, bem como apresentam
informacgdes a cerca da produtividade da biomassa dessas éspecies. No entanto, poucos
estudos comparam diferentes técnicas de ruptura celular para a extracao de lipidios da
Scenedesmus sp.

Guldhe et al. (2014) extrairam lipidios da biomassa seca da Scenedesmus sp.
utilizando micro-ondas e sonicagédo para ruptura celular, na presenca de cloroférmio e
etanol (1:1). A extragdo assistida por micro-ondas rendeu 28,33% de lipidios bruto em
comparacdo com 18,9% obtida por sonicagéo.

Jebali et al. (2015) isolaram Scenedesmus sp. do nordeste da Tunisia e cultivaram
esta alga em aguas residuais. Utilizaram o método descrito por Kochert para extracéo
lipidica e obtiveram um conteddo lipidico de 14,8%.

Ye et al. (2020) isolaram cepas da Scenedesmus sp. da regiéo do Corredor de Hexi,
China, a fim de produzir alto contetdo de lipidios usando aguas residuais como meio de
cultura. Os lipidios foram extraidos usando o método de Bligh e Dyer (1959), obtendo um
teor de lipidios de 15,56%.

Abomohra et al. (2018) selecionaram treze microalgas de agua doce para produgéo
de biodiesel, contudo os estudos ndo incluem a Scenedesmus sp. Porém, ap6s comparagbes
os autores sugerem que uma microalga do género Scenedesmus (a S. obliquus) é a mais
promissora para producao de biodiesel em larga escala devido sua alta taxa de crescimento
e por apresentar o maior teor de lipidios (19%) entre as espécies testadas. A extragdo de
lipidios foi realizada pelo método Folch (1957), com modificages.

61 CONCLUSAO

Opresentetrabalho destaca ousodetécnicasde rupturade células de algasbemcomo
extracao de lipideos. As técnicas podem ser fisicas ou quimicas, entretanto, os melhores
resultados sdo encontrados quando se faz 0 uso de duas técnicas concomitantemente. O
estudo multivariado da extracéo de lipidios totais da Scenedesmus sp., usando planejamento
fatorial completo 2* e One-way ANOVA mostrou que a ultrassonicagao por 2 horas em
meio de CHCI,:MeOH (2:1) foi a melhor escolha. Comprovou-se que o Unico parametro
significativo foi a mistura de solventes e que essa variavel néo interage significativamente
com as demais variaveis. O método de extracao utilizado neste trabalho pode ser facilmente
aplicado em outros laboratoérios de pesquisa devido a necessidade de um equipamento de
ultrassom de baixo custo. Embora este estudo incentive um analise univariado quando
comparado com a literatura, a otimizacao multivariada aqui relatada é altamente vantajosa

devido a reducdo do numero de experimentos, o que promove a otimizacdo do tempo,

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica Capitulo 3



gasto de energia e consumo de reagentes. Além disso, o perfil de acidos graxos apresentou
uma elevada quantidade de compostos saturados e monoinsaturados, o que indica seu

caratér adequado para produgéo de biodiesel.
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ABSTRACT: Nowadays, Kraft liquor is currently
burned in the pulp and paper mills to produce
energy and recover the chemicals. Therefore,
this traditional and overspread process originates
a process bottleneck, once the recovery boiler
must have the capacity to handle the black
liquor production rate. In this work, an alternative
application for the Kraft black liquor is addressed.
A blend of condensed tannin and black liquor
was used to synthesize phenolic resin as an
alternative to the conventional petrochemical
raw materials. First, the Kraft black liquor was
hydroxymethylated with formaldehyde. Then, a
polycondensation reaction with tannin occurred
which was followed by thermal crosslinking.
Textural and structural evaluation of the samples
evidenced the resin specific surface area in
the range 2 — 6 m2 g-1 and a great variety
of surface functional groups. Morphological
analysis revealed the nodular structure of the
material. Finally, the resin possible application for
removing emergent organic contaminants was
assessed. Methylene blue and methyl orange
were used as the model molecules and, after 24
hours, adsorption capacities of 50.76 e 26.28 mg
g were achieved, respectively.

KEYWORDS: Polycondensation, Kraft black
liquor, Tannin, Biobased phenolic resin,
Adsorption.
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ROTA ALTERNATIVA DE SINTESE DE RESINA BIOFI?NOLICAA PARTIR DE
TANINO E LICOR NEGRO KRAFT E SUA APLICACAO COMO MATERIAL
ADSORVENTE

RESUMO: Atualmente, o processo de polpacao Kraft queima o licor negro para produzir
energia e recuperar os produtos quimicos. Esse processo convencional acaba gerando um
gargalo no processo, uma vez que a capacidade da caldeira de combustao deve suportar a
taxa de producéo do licor negro. Dessa forma, o presente trabalho propde uma aplicagéo
alternativa para o licor negro Kraft. Uma mistura de tanino e licor negro foi utilizada como
alternativa as matérias-primas fenolicas derivadas da indUstria petroquimica para a produgéo
de resinas fendlicas. Inicialmente, o licor negro Kraft foi hidroximetilado com formaldeido
e, em seguida, foi realizada uma reag¢éo de policondensac¢do com tanino, seguida por uma
reticulacdo térmica. A avaliagdo das propriedades texturais e estruturais das amostras
evidenciou uma area superficial especifica da resina na faixa de 2 a 6 m? g' e uma grande
variedade de grupos funcionais na superficie. A analise morfologica revelou a estrutura
nodular do material. Por fim, foi avaliada a possivel aplicagdo da resina para remocéo de
corantes. Azul de metileno e alaranjado de metila foram usados como moléculas modelo
e, apos 24 horas, capacidades de adsor¢do de 50,76 e 26,28 mg g foram alcancadas,
respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Policondensagao, Licor negro kraft, Tanino, Resina biofendlica,
Adsorcao.

11 INTRODUCTION

New and biobased materials development focuses on the searching for products
that can replace the petrochemical route by using raw materials of natural origin. The use of
waste as a substitute for synthetic chemicals is of great industrial interest, since the former
has a low cost, low environment impact and expands the industrial processes sustainability
prospects.

The phenolic gel is obtained by the polycondensation of the phenolic monomers with
aldehyde, in acid (novolac) or basic (resol) medium (PEKALA and KONG, 1989; THAKUR
and THAKUR, 2015). The commonly used phenolic compounds are resorcinol and phenol,
which are non-renewable, have a high cost as well as high toxicity. Thus, in tune with the
new principles of green chemistry and circular economy, new phenolic materials have
been suggested by researchers seeking to lower the cost of producing gels and carbon
composites and to detach these products from the petrochemical route (GARDZIELLA et
al., 2000; GHISELLINI et al., 2016).

The Kraft black liquor is a lignin-rich byproduct from the pulping process, which is
currently burned in the recovery boiler to be used as a source of energy (ONG et al., 2018).
However, the pulp and paper mills are self-sufficient in terms of energy once they produce
more energy than needed to run the mill. Therefore, a fraction of the black liquor can also
be deviated to be employed in a different added-value application. Moreover, once the boiler
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scale-up is expensive, it dictates the overall capacity of the mills and hardly accommodate a
further increase in black liquor production due to raising in paper demand. Thus, a deviation
of a fraction of the Kraft black liquor will eliminate this bottleneck and reflect in an increasing
in the pulp mill processability, as mentioned by Gosselink et al. (2004) and Kang et al.
(2012). Kang et al. (2012) also claim the upper furnace corrosion due to the deposition of
inorganic salts. Consequently, the recovery boiler operation is compromised since the heat
transfer effectiveness will be reduced.

Due to the black liquor has high lignin content, it stands as a promising phenolic
source (FOULET et al., 2016; GOSSELINK et al., 2004; NASEEM et al., 2016). Besides
lignin, tannin has a high flavonoid content, which holds a polyhydroxyphenol units
associations, being another renewable polyphenolic alternative (BOTHA et al., 1978; JANA
et al., 2015; PI1ZZI, 2003). Moreover, tannin and lignin are the predominant compounds in
pulp and paper waste, once they must be separated from the cellulose to produce a high-
quality fiber (VASHI et al., 2018).

While no resins using a blend of crude Kraft black liquor and condensed tannin exist
to our knowledge, the present work will focus on this blend for synthesizing a novel biobased
material and evaluate its possible applications. As a result, along with the development of
the lignocellulose biorefinery industry, the potential of renewable raw materials in producing
biofuels, biomaterials and chemicals will be valorized.

Bearing in mind the above statements, the present work aims to assess the viability
of using a blend of crude Kraft black liquor and tannin for phenolic resins production and
its reuse in value-added products. In particular, evaluate the material final properties and
its possible application as an innovative and low-cost adsorbent for emergent organic
contaminants removal, such as dyes. This work innovates in using industrial Kraft black
liquor as such, without any pretreatment, blended with tannin to synthesize phenolic resins.
The use of the Kraft black liquor as received reduces processing costs, waste disposal and

ends up adding value to the residue, offering new applications to the market.

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

The Kraft black liquor (KBL) was supplied by a Brazilian company and obtained from
a mixture of hardwood (Eucalyptus spp) and softwood (Pinus spp.). Commercial condensed
tannin, SETA RC, was from SETA® S/A and extracted from black wattle (Acacia mearnsii).
The KBL and tannin were used as received and their original characteristics are shown in
section 3.1. Alkali lignin pattern was purchased from Sigma-Aldrich®. Formaldehyde 37 %
(wt.) aqueous solution and anhydrous sodium hydroxide ACS reagent grade for analysis
and purity greater than 97 % were obtained from Synth®.
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2.2 Methods

2.2.1 Phenolic resin synthesis

The syntheses were accomplished under reflux, in a three-neck round-bottom glass
flask equipped with a vertical condenser, a thermocouple and a magnetic mixer, placed
in a sand bath. In each experiment, the amount of each reactant was introduced into the
flask according to the following procedure. Firstly, the crude KBL, was hydroxymethylated
with excess (2 times on wet weight basis) of formaldehyde 37 % (wt.) aqueous solution, at
343 K, for 1 hour. A given amount of tannin powder was diluted in a sodium hydroxide 50%
(wt.) aqueous solution, then added to the hydroxymethylated black liquor and stirred for
homogenization. The additional amount of formaldehyde aqueous solution (37 % wt.) was
incorporated into the blend, under agitation for 2 hours, at 343 K. Finally, the mixture was
set in sealed autoclaves to undergo crosslinking reaction at 363 K for 48 hours. The resins
underwent solvent exchange by immersing about 80 g of phenolic resin in a flask containing
150 mL of acetone. Then, the flask was placed in an orbital bath, at 150 rpm and 298 K for
24 hours. This procedure was repeated 4 times with acetone replacement. Then, they were
placed inside one-side opened PVC tubes and dried in a convection oven at 303 K, for 24
hours, to obtain a clean unclogged resin.

2.2.2 Resin characterization

Resin’s morphologies were investigated by Scanning Electron Microscopy (SEM) in
a FEI QUANTA 250.

Resin’s superficial groups were identified by Fourier Transform Infra-Red spectroscopy
(FTIR), conducted in a BRUKER VERTEX 70V RAM I, in transmittance mode, over the
infra-red range of 400 to 4000 cm-".

Nitrogen adsorption and desorption isotherms, at 77 K, were assessed in a
Quantachrome NOVA-1200, to evaluate the material textural properties. The specific
surface area was estimated by Brunauer-Emmett-Teller (BET) methodology, pore average
diameter by BJH method and the total pore volume assumed as the volume of N, adsorbed
at P/P_ of 0.95 (THOMMES et al., 2015).

The pH point of zero charge (pH__) corresponds to the pH value at which the surface

electrical charge densities equal zero. 'Ifhe pHpCZ was performed according to Regalbuto and
Robles (2004) methodology. Briefly, several aqueous solutions with different pH values (2
to 12), adjusted with HCI and NaOH 0.1 mol L") were prepared and 50 mL of each solution
were introduced into a flask. 50 g of resin sample were added to each flask and stirred for
24 hours, at 298 K. The final pH was then measured and the graph of the final pH versus

the initial pH plotted. The pHpCZ corresponds to the final pH value when it remains constant.
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2.2.3 Dye adsorption evaluation

Commercial methylene blue (MB) and methyl orange (MO) were used as model dye
adsorbates for evaluating the resin adsorbent potential. Influence of adsorbate-adsorbent
contact time on adsorption capacity was studied. Briefly, 10 mg of the resin were added to
20 mL adsorbate 50 mg L' aqueous solution, in their original pH, under constant agitation
(150 rpm) at 298 K. Samples concentration was measured in a UV-VIS spectrophotometer
(HACH DR 5000) at a wavelength of 663 and 464 nm, for MB and MO respectively.

The adsorption capacity, g, (mg g) was calculated using Equation 1.

— (CO_Ct) V
t— m (Equation 1)

where C and C, are the initial and time t dye aqueous solution concentrations (mg
L"), respectively, Vis the dye solution volume (L) and m the phenolic resin weight (g).

In order to assess the adsorption process limiting step and the kinetic of this process,
different kinetic models were fitted to the experimental data. The models of pseudo-first
order (LAGERGREN, 1898), pseudo-second order (HO and MCKAY, 1999) and intraparticle
diffusion (WEBER and MORRIS, 1963) were fitted to the experimental data, according to
Equations 2, 3 and 4, respectively.

qe = q.(1 —e™%) (Equation 2)

where g,(mg g”') and g, (mg g™') are the dye adsorbed at time t (h) and at equilibrium,
respectively, and k, (h") is the pseudo-first order constant rate.

_ ks qelt .
qc = T4k, qo (Equation 3)

where k, (g mg™* h") is the pseudo-second order constant rate.

qe = kigt'?+C (Equation 4)

where k(g mg™ h™?) is the intraparticle diffusion rate constant and C (mg g") is the
boundary layer thickness constant.

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Resin characterization

The morphology of the resin was investigated by Scanning Electron Microscopy
(MEV). The images obtained, illustrated in Figure 1-(a-c), reveals the resin macroporous
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character. Textural characterization reinforced the SEM images findings, once the phenolic
BET =0.0067
= 0.0063 cm?® g"). Despite the low specific area, FTIR analysis shows the

resin has low specific area (S,_. = 5.13 m?2 g') and low volume of micropores (V

P total
em® g5 Vo i
wide variety of functional groups on the resin surface. Since the functional groups affect
the charge balance in the surface of the material, the dye adsorption can also be affected.
The FTIR spectrum obtained (Figure 1-d) reveals the presence of hydroxyl (-OH) groups
by the peak around 3400 cm™ and the resin aromatic nature (C=C) is represented by the
peaks at 1496 and 1593 cm™'. The presence of aromatic groups in the material suggests the
occurrence of T interactions between the dyes and the adsorbent, which has a positive

impact in the adsorption process. The peaks nearby 2937, 1463 and 1037 cm~' confirm the

biobased resin crosslinking by the presence of the methylene (C-H) and ether-methylene
(C-H and C-O) bridges (MARTINEZ et al., 2016) in the polymeric matrix.
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Figure 1: SEM images ((a) 1000x, (b) 5000x and (c) 20000x) and FTIR spectrum (d) of the
biophenolic resin.

3.2 Resin potencial application as adsorbent

The effect of the contact time between the adsorbate-adsorbent system was studied
for 24 hours and the dyes normalized concentrations in the adsorbate phase solution are
plotted in Figure 2-(a). Due to a large number of active sites available on the surface of the

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica Capitulo 4



adsorbent at the beginning of the process, the initial rate of adsorption was the highest. For
both dyes, the adsorption increased progressively and, at 24 h, the MB and MO removal
was approximately 60 and 23 %, with adsorption capacities of 50.76 and 26.28 mg g,
respectively.
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Figure 2: (a) Adsorbate concentration change versus adsorption time, at 298 K, for 24 h; (b)
Weber and Morris plot; (c) and (d) Kinetic models fitting to MB and MO, respectively.

The adsorption process involves several transport phenomena and the kinetic of the
overall process depends on the prevailing step. Pseudo-first order, pseudo-second order
and intraparticle diffusion kinetic models were fitted to the experimental data. The non-
linear fittings are shown in Figures 2-(c) and 2-(d) and their parameters are compiled in
Table 1. The adjustments reveal that neither pseudo-first nor pseudo-second order models
are representative of MB kinetic data. For both dyes, the intraparticle diffusion model was
the best fitted, since the highest correlation coefficient (R2) and lowest SSE values were
obtained. To better understand the prevailing adsorption step, Figure 2-(b) is also shown.
The Weber and Morris plot shows two linear sections for the MB adsorption. That suggests
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that the MB adsorption, during the evaluated time, occurred in two stages. In the first
step, the adsorbate diffusion through the adsorbent external limiting layer was fast and
did not limit the process rate. Then, the second and predominant step is attributed to the
diffusion within the resin pores. Figure 2-(b) shows that only one stage in the plot of the
MO experimental data, with approximately zero interception on y-axis, indicating that the
internal diffusion controls the adsorption (ALENCAR et al., 2012). For both adsorbates, the

intraparticle diffusion occurs slowly and progressively along the resin pores.

Methylene Blue Methyl Orange
Pseudo-first order
q,(mgg’) 39.217 27.425
k, (h") 0.690 0.103
R2 0.777 0.963
SSE 494.993 27.535
Pseudo-second order
q,(mgg’) 43.596 35.409
k, (g mg h’) 0.021 0.003
R2? 0.864 0.972
SSE 303.517 20.589
Intraparticle diffusion
k, (mgg’ h'?) 9.302 5.396
C(mgg’) 7.934 0.010
R? 0.955 0.981
SSE 99.413 13.733

Table 1: Fitted kinetic models parameters.

In addition to the process mechanisms suggested by the kinetic study, the interactions
between the adsorbate and adsorbent molecules and functional groups have also to be

considered. The pHpZ relates the adsorbent surface functional groups with its surface

charge according to the solution pH, being an important parameter for understanding the
adsorption mechanisms. Given that the resin pHpZC is around 8.5, the charge on its surface
is positive at pH < 8.5 and negative at pH > 8.5. Moreover, the MB and MO are cationic and
anionic dyes, respectively. The MB solution original pH was 1.7 and, as its pK, is 5.6 (at 298
K), the amino group of the MB molecules is protonated, as illustrated in Figure 3-(a). As the
solution pH increases to a value higher than the pK_, the MB becomes deprotonated, i.e. in
its cationic form. That indicated that at a pH 1.7, there is an electrostatic repulsion between
the MB and the resin, so that other interactions, such as H-bonding (between the resin

hydroxyl group and the MB amino group) and et interactions (between the resin and the
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MB aromatic structure) could explain the high removal degree achieved. On the other hand,
the MO original solution pH was 6.6 and a pK of 4.2 (at 298 K). As a result, the amino groups
are deprotonated and the ionization extent of MO privileges its anionic form (Figure 3-(b)).
Moreover, at pH 6.6 some functional groups, phenolic O-H and C=0, are not dissociated
and repulsion did not take place. However, hydrogen bonding and r-ttinteractions may also
occur between the resin and the MO. The proposed adsorption mechanisms for the MB and
MO, at the studied conditions, are illustrated in Figure 3-(c).

(a) MB
HaC HiC
N—CH; N—CH
4 [OH] /4
 — 7\
S <—H s—( Vi
HsC (H] HaC — -
\ // N ~\ //
NH N N—( ) —N
/ / \_//
H,C HyC —
pH <pK, pH > pK
(b) MO
HaC_ HC
NH@N i [()HI N@N i
\ Il _— \ [l
HBC/ \N—@ ?:o T ch/ W—@—S‘:o
=7 o
pH < pK pH > pK

Figure 3: MB (a) and MO (b) ionization according to the solution pH and (c) the adsorption
mechanisms proposed by the present work, at the studied conditions.
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The above results confirm the potential of the phenolic resin for use as an adsorbent.
Furthermore, after accomplishing this purpose, both resin and adsorbate can undergo
pyrolysis to degrade the organic contaminant and regenerate the adsorbent or produce a
pyrolytic carbon. Moreover, the resin impregnated with dye (a nitrogen source) may also
be used as a nitrogen-doped carbon material in a dielectric double layer capacitor and

supercapacitors.

41 CONCLUSION

A blend of crude Kraft black liquor and tannin were successfully used as phenolic
precursors for phenolic resins production by a polycondensation reaction. This mixture has
a very low cost compared to the phenolic raw materials currently in use. The specific surface
area of the resins produced is not large with diversified surface functional groups. When the
resin was tested as an adsorbent, a good dye removal was achieved in the evaluated time.
Adsorption capacities of 50.76 e 26.28 mg g were achieved for methylene blue and methyl
orange, respectively. This confirmed the feasibility of using this newly synthesized material

as an alternative, sustainable and low-cost adsorbents for contaminant removal.
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RESUMO: O bio-6leo produzido por pirélise rapida
ou liquefag@o da biomassa vem se destacando
por ser um produto de grande potencial para
atuar como fonte energética. Entretanto, possui
algumas propriedades indesejadas quando se
considera a sua aplicagdo como combustivel
automotivo em motores do ciclo diesel, como por
exemplo, alto teor de oxigénio e agua, elevada
corrosividade e imiscibilidade em diesel. Neste
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trabalho, foi avaliado o potencial de alguns alcoois
como agentes estabilizantes no processo de
solubilizagéo de um bio-6leo sintético em diesel
através da tecnologia de microemulsificagéo.
Parametros que influenciam no processo de
solubilizagcdo foram avaliados, tais como, razéo
bio-6leo/diesel, natureza e concentragcdo dos
alcoois. Os resultados demonstraram que o
n-octanol foi o mais eficiente dentre os alcoois
estudados para promover a solubilizacdo do
sistema. A razdo volumétrica bio-6leo/diesel
6tima foi 3:7 e a concentracao ideal do n-octanol
0,85 M. O potencial de aplicagcdo das misturas
foi avaliado em termos do seu poder calorifico,
massa especifica, viscosidade cinematica e
indice de viscosidade.

PALAVRAS-CHAVE: Bio-6leo, microemulsoes,
combustiveis, pirolise.

EVALUATION OF THE POTENTIAL
USE OF ALCOHOLS AS STABILIZING
AGENT IN BIO-OIL PIROLYTIC/DIESEL
MIXTURES

ABSTRACT: Bio-oil produced by fast pyrolysis
or liguefaction of biomass has has stood out for
being a product with great potential to act as an
energy source. However, it has some unwanted
properties when considering its application as
automotive fuel in diesel engines, for example,
high oxygen and water content, high corrosivity
andimmiscibility in diesel. Inthis work, the potential
use of some alcohols as stabilizing agents in the
process of solubilization of a synthetic bio-oil in
diesel through microemulsification technology
was evaluated. Parameters that influence the

solubilization process were evaluated, such as
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bio-oil/diesel ratio, nature and concentration of alcohols. The results showed that n-octanol
was the most efficient among the studied alcohols to promote the solubilization of the system.
The optimal bio-oil/diesel volumetric ratio was 3:7 and the ideal concentration of n-octanol
0,85 M. The application potential of the mixtures was evaluated in terms of their calorific value,
specific mass, kinematic viscosity and viscosity index.
KEYWORDS: Bio-oil, microemulsions, fuels, pyrolise.

11 INTRODUGAO

Os Combustiveis fésseis sdo atualmente a fonte energética mais usada
mundialmente, contudo, a cada ano, as perspectivas futuras em torno do uso desses
recursos nao renovaveis vém se tornando cada vez menos atrativas. Em frente a esses
direcionamentos, os produtos obtidos a partir de residuos da biomassa apresentam-se
como uma alternativa para a nova abordagem do mercado energético. O bio-6leo, um
liquido que pode ser obtido a partir da pir6lise da biomassa, vem atraindo muito ateng¢éo por
ser uma alternativa promissora para substituir os combustiveis fésseis, pois apresenta um
grande potencial para o uso em motores de combustéo e caldeiras de aquecimento (Liang
et al., 2018; Xiu et al., 2012). Entretanto, o seu uso comercial como combustivel &€ muito
limitado devido a caracteristicas como elevada viscosidade, comportamento corrosivo e
alto teor de agua (Leng et al., 2015). Consequentemente, a sua utilizagdo direta se torna
inviavel, sendo necessaria aplicacao de métodos de melhoramento do bio-6leo.

A microemulsificagdo é uma técnica de melhoramento da qualidade do bio-6leo
que consiste na combinacéo de dois liquidos imisciveis capazes de formar misturas
homogéneas com auxilio de agentes emulsionantes. Através dessa tecnologia, € possivel
desenvolver sistemas termodinamicamente estaveis de bio-6leo com diesel ou biodiesel
(Leng et al., 2018). lkura et al. (2003) obtiveram propriedades melhoradas do bio-6leo com
teor 5-30% em diesel quando inserido em microemulsdes. No entanto, a utilizacdo dos
tensoativos comerciais tem sido um contraponto negativo, devido ao seu elevado custo que
dificulta o desenvolvimento em larga escala de processos baseados nesse método.

De La Salles et al. (2016) verificaram em seus trabalhos que o aumento da razéo
cotensoativo/tensoativo levava uma maior solubilizagdo do bio-6leo no sistema, quando
do emprego de alcoois de cadeia curta como cotensoativos, evidenciando que a utilizacéo
de alcoois de forma isolada poderia ser uma alternativa ao uso dos tensoativos classicos.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo fundamental avaliar o potencial
do emprego de alcoois como agente estabilizante no processo de microemulsificagdo
de bio-6leo em diesel. Diversos parametros que afetam a estabilidade da microemulsao
foram avaliados, tais como, a razao inicial bio-6leo/diesel (v/v) e a natureza e concentragéo
do alcool. As propriedades da microemulsdo combustivel também foram analisadas e
comparadas com as propriedades do bio-6leo sintético e do diesel.
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21 METODOLOGIA

2.1 Material

A amostra diesel utilizada foi fornecida pelo Laboratério de Anélise e Pesquisa
em Quimica Analitica de Petr6leo e Bicombustiveis (LAPQAP) da Universidade Federal
do Maranhdo (UFMA). Glucose, Vanilina, Agua Deionizada, Guaiacol, Glioxal, Furfural,
Acido Acético, Metanol e Acetol usados na formulagéo do bio-6leo e os alcoois n-butanol,
n-hexanol, n-octanol e isoamilico foram adquiridos junto a Sigma-Aldrich, com pureza
superior a 99%, exceto o glioxal, obtido na forma de solucdo aquosa a 40% e o Acetol
(90%).

2.2 Preparo do Bio-6leo

O bio-6leo sintético foi formulado com base nos constituintes quimicos usados por
Wang et al. (2014) com a seguinte composi¢cao em massa: 8 % de Glucose, 8% de Vanilina,
25% de Agua Deionizada, 17% de Guaiacol, 6% de Glioxal, 6% de Furfural, 15% de Acido
Acético, 7% de Metanol e 8% de Acetol. Tal formulagéo visou a minimizar problemas de
reprodutibilidade dos dados da pesquisa uma vez que o bio-6leo real é relativamente
instavel quimicamente. Incialmente, adicionou-se a glucose, vanilina e agua deionizada
e agitou-se por cerca de 10 minutos até completa solubilizacdo, em seguida, os demais
componentes foram inseridos. A mistura resultante foi continuamente agitada por cerca de
duas horas.
2.3 Preparo das Misturas

Com um volume total de 10 mL (variando-se a razao inicial bio-6leo/diesel e a
natureza do cotensoativo), massas de bio-0leo, diesel e alcool foram pesadas e misturadas
em erlenmeyer sob agitacdo magnética por 15 min. Posteriormente, as amostras foram
transferidas para cones graduados e deixadas em repouso durante 24 h, onde se
observava uma separacéo de fases, sendo a fase superior a fase microemulsionada e a
fase inferior bio-6leo residual. Todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente
(25°C). A eficiéncia do sistema no processo de solubilizagdo de bio-6leo foi avaliada em
termos de dois pardmetros de otimizacéo, definidos como parédmetro S (volume de bio-6leo
solubilizado por volume de diesel) e parametro E (volume de bio-6leo solubilizado por mol
de cotensoativo), conforme o trabalho de Wang et al. (2014).

2.4 Caracterizacao

A caracterizacdo da microemulsdo, bio-6leo e do diesel foram realizadas no
Laboratorio de analises em Quimica Analitica de Petréleo e Biocombustiveis da Universidade
Federal do Maranh&o por meio de anélises de massa especifica (Density Meter DMA 4500
M), poder calorifico (IKA C2000), viscosidade (HVB 438 visco bath). A estabilidade da
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microemulsao foi avaliada em termos da determinacao do indice de viscosidade, conforme
trabalho de Chiaramonti et al. (2003).
O indice de viscosidade é calculado

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da Natureza do Alcool e da Razio Bio-6leo/Diesel
Os resultados das analises da razao inicial B/D (v/v) e da influéncia dos diferentes
tipos de alcoois na solubilizagédo de bio-6leo estéo dispostos na Figura 1. As concentragbes

dos alcoois estudados foram fixadas em 0,75 M.

5 V) n-butanol ]
—m—E (L/'mol) n-hexanol doz

E (Lfmal

Razdo Bio-oleo/Diesel Jdoas

Figura 1 — Influéncia da natureza do é&lcool e da razéo B/D de solubilizagdo do bio-6leo em
diesel.

Ao analisar a atuagéo dos alcoois como estabilizante, percebe-se que a maior parte
deles ndo promoveu melhoria na solubilizagcédo do bio-6leo em diesel, apresentando um
incremento negativo, ou seja, ao invés de se verificar uma redugéo no volume de bio-6leo
residual devido a uma solubilizag@o parcial deste na fase diesel observou-se um aumento
no volume de bio-6leo em fung¢éo do alcool adicionado ao sistema se solubilizar nesta fase.
Dentre os alcoois avaliados, somente o n-octanol foi capaz de promover uma solubilizagdo
parcial de bio-6leo na fase diesel, obtendo valores de parédmetro S (volume bio-6leo
solubilizado por volume de diesel) em torno de 0,14 na raz&o bio-6leo/diesel (v/v) de 3:7.
Avaliando-se o volume de bio-6leo solubilizado por mol de &lcool empregado, representado
pelo parametro E, nota-se que o n-octanol obteve maior eficiéncia na razédo 3:7 tendo um
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valor de E_, = 0,13. Observa-se também uma tendéncia do decaimento da eficiéncia do
alcool com o aumento da razéo B/D.

Os resultados obtidos revelam a capacidade de alcoois (especificamente o n-octanol
em nosso caso) de atuar como agente tensoativo, conforme relatado nos trabalhos de
DelLuna et al. (2017). A superficie ativa desses componentes proporciona a redugdo da
tensao superficial entre fases imisciveis, como no caso da mistura bio-6leo/diesel, podendo
levar o sistema a formacéo de uma emulsdo ou microemulsdo. De modo semelhantemente
aos resultados expostos neste trabalho, Wang et al. (2014) avaliando o efeito do n-octanol,
n-heptanol, n-hexanol, n-pentanol e n-butanol como cotensoativos concluiram que o
n-octanol era um coagente ideal de solubilizacdo de bio-6leo em diesel, no entanto, nestes
trabalhos o octanol atuava de fato como um cotensoativo associado a um tensoativo
(Span80).

3.2 Efeito da Concentracéo do Alcool

A influéncia da concentragdo do alcool no processo de solubilizagdo do bio-6leo
€ apresentada na Figura 2. Para a andlise, foi tomado como base as condigbes pré-
estabelecidas com raz&o B/D inicial de 3:7 em volume e n-octanol como éalcool. Variou-se a

concentragdo do alcool de 0,75 a 1,15 M.
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2o s (i) |
7 —a—E (L/mal)
3 ] / ] {2 8
i oz E
=3 [ o [ S
W o . L
2.1 4 o’ [-1
ﬁ ’/-\_\_\_\_\_\_‘_"‘—\——_\___\_# .y
| a T
I 1] 4
|1

[ T Y

e
n
v
=]
[
o

Concentracdo de octanal (mal/L)

Figura 2 — Efeito da concentragdo do n-octanol na solubilizagdo do bio-6leo em diesel
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Ao se passar de 0,75 M para 0,85 M observa-se um leve aumento no teor de bio-
6leo solubilizado, no entanto, a partir desta concentragdo o teor de bio-6leo solubilizado
praticamente ndo sofreu alteragédo, o que evidencia a existéncia de um limite maximo na
capacidade do n-octanol com um agente de solubilizagéo do bio-6leo na mistura. No que
diz respeito a eficiéncia do alcool no processo (avaliado pelo pardmetro E), também se
atinge um méaximo na concentrag¢édo de 0,85 M.

De acordo com Jiang e Ellis (2009), existe uma concentragdo 6tima de octanol
para produzir misturas bio-6leo/diesel estaveis. Quando as concentragbes sdo muito
elevadas pode ocorrer a desestabilizagdo por coalescéncia, em contrapartida, em baixas
concentracbes o sistema esta sujeito a aglomeragbes de goticulas de Oleo. Logo, é
importante a definicdo de uma concentracéo ideal para favorecer a maxima eficiéncia de
solubilizagéo.

3.3 Caracterizacao

A caracterizagdo foi realizada tanto para a microemulsdo selecionada (fase
microemulsionada obtida empregando-se octanol na concentracéo de 0,85 M como agente
estabilizante e razao (v/v) bio-6leo/diesel de 3:7), quanto para o bio-6leo e o diesel. Os
resultados das analises de massa especifica, poder calorifico, viscosidade e indice de
viscosidade sao apresentados na Tabela 1.

PCS (MJ/kg) r (g/cmd) n (mm2/s) \Y
Bio-6leo 18,27 1,116 2,320 0,162
Diesel 44,86 0,853 3,770 0,008
Microemulséo 40,08 0,879 4,038 0,047

Tabela 1 — Caracterizagédo das amostras de diesel, bio-6leo e microemulsédo

Observa-se que os valores das massas especificas das microemulsées situaram-
se levemente acima dos valores obtidos para o diesel puro, influenciadas diretamente
pela presenca do bio-6leo nesta fase. Os valores das viscosidades cinematicas das
microemulsdes também foram superiores aos valores obtidos para o diesel puro, fato que se
justifica pela presenca do octanol na composi¢ao das microemulsdes. Como era esperado,
o poder calorifico das microemulsdes se apresentou inferior ao poder calorifico do diesel,
no entanto, bem superior ao poder calorifico do bio-6leo puro. E importante ressaltar que
o poder calorifico da microemulsdo esta diretamente relacionado ao volume de bio-6leo
solubilizado, de modo que pode ser elevado, ou diminuido, alterando-se o volume de bio-
o6leo solubilizado. Em relagdo ao indice de viscosidade, sabe-se que quanto menor o seu
valor, mais estavel € a mistura, de modo que o valor obtido indica que a microemulsao
avaliada possui boa estabilidade.
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41 CONCLUSAO

Os resultados apresentados confirmam o potencial do emprego da tecnologia
de microemulsées em processos de melhoramento do bio-6leo empregando-se alcoois
como agente de solubilizagcdo, em contrapartida ao uso dos tensoativos classicos. Foram
obtidas misturas estaveis bio-6leo/diesel na razéo de 0,17 mL de bio-6leo por mL de diesel
com propriedades combustiveis semelhantes as propriedades do diesel, sinalizando que
tal procedimento tem potencial real de aplicacdo no aproveitamento do bio-6leo como
combustivel automotivo. No mais, as propriedades das microemulsdes obtidas ainda podem
ser otimizadas, visto que as condi¢bes “6timas” para o sistema microemulsionado foram
definidas apenas em termos de parametros de otimizagdo baseados exclusivamente na
eficiéncia no tensoativo e no volume de bio-6leo solubilizado, sem uma preocupacao mais
efetiva com o impacto destes parametros nas propriedades combustiveis da microemulsao.
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RESUMO: Ultimamente os hidrogéis vém sendo
utilizados em diversas areas nos campos de
pesquisas, por apresentarem microestrutura
de rede, funcionalidades quimicas, elevada
flexibilidade mecéanica e elevado grau de
intumescimento, podendo ser um agente
adsorvente para a adsor¢do reversivel dos
compostos de interesse. Na sua maioria, sdo
polimerizados a partir de monémeros, onde sédo
interligados pelareacéode polimerizacaopeloqual
possui dois métodos para a obtengéo do polimero
desejado a policondensacgéo e poliadi¢cdo. Neste
trabalho, para adquirir o polimero empregou-
se 0 método de policondensagéo logo apds a
reticulacdo, observando a caracterizagéo através
do grau de intumescimento e rendimento, o
hidrogel obtido gerou propriedades vantajosas,
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DE AGUAS RESIDUAIS

possuindo caracteristicas quimicas apropriadas
para sua aplicagdo como sendo um adsorvente
para a purificagéo de aguas contaminadas.
PALAVRAS-CHAVE: Polimero, Reticulagéo,
Adsorc¢éo, Azul de Metileno.

PREPARATION OF GLYCEROL-
BASED HYDROGELS FOR REMOVING
CONTAMINANTS FROM WASTEWATER

ABSTRACT: Lately, hydrogels have been used in
severalareasintheresearchfields, asthey present
network microstructure, chemical functionalities,
high mechanical flexibility, and a high degree
of swelling, and can be an adsorbent agent for
the reversible adsorption of the compounds of
interest. Most of them are polymerized from
monomers, where they are interconnected by
the polymerization reaction whereby it has two
methods for obtaining the desired polymer:
polycondensation and polyaddition. In this work,
to acquire the polymer, the polycondensation
method was used immediately after cross-
linking, observing the characterization through
the degree of swelling and yield, the obtained
hydrogel generated advantageous properties,
having appropriate chemical characteristics for
its application as being an adsorbent for the
purification of contaminated water.

KEYWORDS: Polymer, Crosslinking, Adsorption,
Polyester
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11 INTRODUGAO

Os hidrogéis sao definidos como sendo polimeros capazes de absorverem grandes
quantidades de agua, por serem constituidos de polimeros possuem redes poliméricas
estruturadas formadas por ligagdes covalentes ou interacdes fisicas, com isso, obtém
grande hidrofilicidade (afinidade por agua) e insolubilidade. A hidrofilicidade e insolubilidade
dos hidrogéis dependem de como 0s grupos estdo expostos na cadeia e de como estéo
entrelagados as cadeias que o formam respectivamente. Os grupos polares do hidrogel
s@o hidratados ao absorverem a agua causando o estiramento das redes poliméricas
provocando seu inchaco.

Uma das aplicagdes para os hidrogéis € na agricultura por conter propriedades como
reter e disponibilizar &gua para as plantas, reduzir a lixiviacao de nutrientes entre outros [1],
sendo utilizado também como sistema de liberagéo controlada de insumos agricolas cujo
beneficios sdo: aumentar eficiéncia funcional do insumo sintetizado quimicamente, baixo
custo, aumentar a seguranga no manuseio desses produtos, reduzir riscos de toxidez para
o homem e por fim reduzir a contaminacao ambiental[2]. Hidrogéis poliméricos tém sido
desenvolvidos para adsorcdo seletiva de anions e cations metélicos permitindo elevadas
capacidade de adsorgcdo e subsequente remocdo do sistema contaminado [3]. Grupos
funcionais na matriz polimérica proporcionam a adsor¢ao das espécies alvos por interacbes
eletrostéaticas e formagéo de complexos [4].

Os empregos dos hidrogéis como agente adsorvente véem obtendo resultados
eficientes para a purificagcdo de aguas contaminadas por apresentarem grupos hidrofilicos,
elevadas intumescimento, biocompatibilidade e reutilizagcdo se for desenvolvido para a
adsorcao de materiais poluentes como metais pesados, corantes organicos e herbicidas
além de permitirem a formacao de nanoparticulas no interior de sua estrutura [5]. Liu et
al. (2016) realizaram uma sintese usando amido de batata pelo método de polimerizagéo
por enxerto de radicais livres, onde, obtiveram-se amostras com diferentes propor¢oes de
acido acrilico (AA) e amido. De acordo com as caracterizagGes realizadas concluiram que
os hidrogéis superabsorventes porosos de amido/AA podem ser eficientes na remogao de
corantes organicos catidnicos das aguas residuais devido a sua capacidade de adsorcéo e
com altas taxas de adsorgéo [7].

Este trabalho tem como objetivo preparar e caracterizar hidrogéis a partir de um
pré-polimero, variando as concentragdes e os reagentes envolvidos no mesmo utilizando-o

como adsorvente para a remogéo de azul de metileno dissolvido em agua.
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21 MATERIAL E METODOS

2.1 Sintese da GO01

Experimento baseado no trabalho de Gyawali com algumas modificaces [8]. Num
baldo de trés bocas adicionou-se &cido citrico, acido maléico, polietilenoglicol (PEG) de
massa molecular 400g/mol e glicerol nas seguintes propor¢des: 2: 1: 1: 1. A mistura foi
mantida sob agitacdo com temperatura 150°C e ap6s 3 horas reduzia-se a temperatura
para 120°C durante 24 horas. Passado as 24 horas o sistema foi desligado e a amostra
guardada em um recipiente fechado.

O pré-polimero foi reticulado com a adicdo do metilbissacrilamida, acido acrilico,
e persulfato de potassio a temperatura ambiente em um molde de silicone [6]. Apos a
reticulacdo o hidrogel foi dialisado, seco e armazenado. O rendimento da amostra foi
realizado com o objetivo de determinar a eficiéncia da reagdo, obtido pela razédo das
quantidades de produto adquirido em uma reacé@o pela quantidade maxima possivel. Os
resultados foram calculados a partir da seguinte equacéo:

. Mg
% rendimento = Mg 100 (1)

Onde M, e M, referem—se as massas secas e reticuladas respectivamente.

2.2 Grau de Intumescimento (%Gl)

O grau de intumescimento foi determinado usando 0,012g do mondlito GO1. Cada
amostra foi imersa em 150 mL de agua deionizada em um béquer. Em intervalos pré-
determinados (0, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 720, 1440, 2880 minutos) as amostras foram
pesadas e logo apos calculado o Gl através da equacgéo:

%Gl = M1=Mo 100 @)
Mo
Onde M, é a massa intumescida e M, € a massa seca antes da amostra ser imersa
na agua.
Foi calculado conforme Motta para comparar a massa do hidrogel intumescido e a
massa do hidrogel seco [9].

2.3 Ensaio de adsorcéao

Inicialmente foi preparado solu¢des de azul de metileno com variadas concentracbes
(1, 2, 4, 8, 10 mg/L) para determinar a curva padrao. Em seguida o ensaio de adsorcao foi
realizado a temperatura ambiente a partir da solugcéo 22,74 mg/L de azul de metileno, aferiu-
se a massa dos mondlitos e o imergiu nesta solugéo que foi mantida sob agitagéo, 1mL era
retirada apés intervalos de tempo especificos e diluida para 5mL. As concentra¢des foram
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medidas por UV Espectrofotometro visivel (UV-Vis) em termos do seu maximo de absorcao
a 664 para o azul de metileno. Os ensaios de adsorgéo foram realizados em triplicata e os
valores médios foram apresentados.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Durante a reagédo de polimerizagcdo que € iniciada quando a temperatura atinge
a 150°C, ocorre a ligagdo dos grupos acidos nos grupos -OH do polietilenoglicol e do
glicerol gerando um poliéster em ambos monémeros sintetizados com alto peso molecular,
resultando em um liquido viscoso denominado pré-polimero. Em seguida pesou-se
2,371g desse pré-polimero e deu-se inicio ao processo de reticulagdo com 0,015g de
metilbissacrilamida (MBA), 135uL de &cido acrilico e 400 pL da solugéo de persulfato de
sédio (KPS) 0,273 mol/L. O pH foi regulado com 500 pL da solugédo de NaOH 0,1mol/L e
logo apo6s a mistura foi colocada em uma forma de silicone.

Analisando o rendimento percebe-se que o mondlito GO1 gerou um rendimento
baixo (11,02%) por conter um baixo peso molecular tornando-o menos viscoso, no entanto,
o rendimento nao interfere em suas propriedades de intumescimento e adsor¢éo.

O grau de intumescimento do hidrogel, imerso em 4gua deionizada com temperatura
ambiente est4 apresentado na figura 1. Inicialmente observou-se que o hidrogel
intumesceu de forma rapida comprovando sua hidrofilicidade, porém ap0s trinta minutos
0 monolito apresentou uma massa constante sendo que o polimero atingiu o0 maximo da
sua capacidade de intumescimento em 609%. A propriedade hidroretentora deste polimero
surge devida sua a estrutura porosa gerada apds o processo reticulagéo.

90 4 4

60

Grau de Intumescimento (%)

304

. T T T
0 300 600
Tempo em minutos

Figura 1: (A) Grau de intumescimento (%Gl), (B) hidrogel seco, (C) hidrogel intumescido.

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica Capitulo 6




No que se refere ao ensaio de adsorcdo, a concentracdo de azul de metileno foi
determinada pela curva padrédo cuja equagéo foi Abs= 0+ 0,18116 [AM]. Com a realizagéo
deste ensaio pode-se analisar que ao longo do tempo determinado o hidrogel foi atraindo
as moléculas do corante usado para sua superficie comprovando assim a sua capacidade
/M

como adsorvente. Para construir a curva da isoterma foram utilizados [AM] mg/

L/g).

s6lido’ solido (

A isoterma de adsorcdo apresentou perfil sigmoidal. Inicialmente o processo de
adsorcéo é lenta, no entanto, apdés os 1440 minutos a quantidade de azul de metileno
adsorvida atinge platé em 328 mg/L/g.

400 . - T T

|
.

200

Media (ml/Lig do monolito)

Tempo em minutos

Figura 3: (A) Curva da isoterma, (B) hidrogel seco, (C) hidrogel com o corante adsorvido, (D)
solugcdes antes de imergir o hidrogel, (E) solu¢cdes apds 1440 min. com o hidrogel imergido.

41 CONCLUSAO

Depois dos estudos de sintese e caracterizagdo do hidrogel a partir do preé-
polimero obtido, conclui-se que através do grau de intumescimento e do rendimento pode-
se comprovar a eficiéncia do hidrogel como sendo um agente adsorvente, movendo as

moléculas do azul de metileno dissolvido na agua para sua superficie tornando-a limpa.
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JACA

RESUMO: Uma das frutas adaptadas ao Brasil,
em especial a regido sul da Bahia, & a jaca
(Artocarpus heterophyllus L.). Mesmo sendo
amplamente difundida na regido, ndo é uma
fruta com alto valor de mercado e suas sementes
sao consideradas residuos. Entretanto, estudos
recentes mostram o potencial inexplorado do
valor alimenticio do carogo de jaca, sendo um
produto que pode ser considerado uma o6tima
fonte de fibras, além de ser rico em carboidratos,
proteinas e minerais. Por isso, buscando uma
forma de reduzir o desperdicio alimentar e o
acumulo de residuos, a proposta deste trabalho
foi desenvolver um chocolate com o acréscimo de
farinha de semente de jaca em 3 composicgdes: 5,
10 e 15 % em peso total. Esse produto passou
por andlises bromatolégicas para determinar
sua composicdo e conteudo mineral e foi
submetido a analise sensorial de provadores nao
treinados para mensurar seu grau de aceita¢do
se comparado a um chocolate padrédo 70 % de
cacau. Os resultados se mostraram positivos na
utilizagéo da farinha de semente de jaca, sendo
obtido um produto menos gorduroso (com uma
reducé@o no teor de gordura de até 2,4 %), com
um teor de umidade sem diferenca significativa
da amostra padréo (abaixo de 2,6 %) um aumento
de até 0,18% de cinzas indicando um acréscimo
do contetido mineral. Para a analise de minerais
individuais, foi observado uma variacdo nao
significativa para 7 elementos analisados. A
analise sensorial mostrou-se promissora em
relagdo a aceitagdo do produto pelos provadores,
sendo os produtos de 5 e 10 % de adicdo os que
possuiram médias sem diferenca significativa da
amostra controle, demonstrando a neutralidade
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do aditivo utilizado, nessa porcentagem, nas caracteristicas sensoriais do produto final. Foi
possivel a adicao de farinha de carogo de jaca, agregando valor a esse subproduto, sem
perdas nutricionais ou sensoriais ao chocolate.

PALAVRAS-CHAVE: Jaca, chocolate, residuo, aditivo alimentar.

ELABORATION AND ANALYSIS OF ENRICHED CHOCOLATE WITH JACKFRUIT
SEED FLOUR

ABSTRACT: One of the fruits adapted to Brazil, especially the southern region of Bahia, is
jackfruit (Artocarpus heterophyllus L.). This fruit is a food that is generally consumed in its
natural form, without any process, additives or other forms. Although widespread in the southern
region, the jackfruit isn’t a fruit with a high market value and its seeds are considered waste.
However, recent studies show the untapped potential of jackfruit seed food value as a product
that can be considered a great fiber source, besides being rich in carbohydrates, proteins
and minerals. Instead, and aiming at a way to reduce food waste and waste accumulation, a
proposal of this work was to develop a chocolate-like product with addition of toasted jackfruit
seed flour in 3 different compositions: 5, 10 and 15% by total weight. This product underwent
bromatological analysis to determine its composition and mineral content and was subjected
to sensory analysis of untrained tasters to measure her degree of acceptance compared to
a 70% cocoa chocolate standard. The results are effective in the use of jackfruit seed meal,
using a less greasy product (with a fat content reduction of up to 2.4%), with a variation
content without significant sample difference. standard (below 2.6%) an increase of up to
0,18% of specified ash an increase in mineral content. For an analysis of individual minerals,
a non-significant variation was observed for 7 elements analyzed. A sensory analysis was
promising in relation to the acceptance of the products by the providers, being the 5 and 10%
addition products that had media without significant control sample difference, demonstrating
a neutrality of the additive used by this percentage in the organoleptic properties of the final
product. It was possible to add jackfruit stone flour, adding value to this byproduct, without
nutritional or sensory losses to chocolate.

KEYWORDS: Jackfruit, chocolate, waste, food additive.

11 INTRODUGAO

O Brasil esta entre os maiores produtores de frutas do mundo. Entre os diversos
fatores que podem ser atribuidos esse sucesso, o clima predominantemente tropical,
amplo territério agricola e grande disponibilidade de agua se sobressaem (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2018). Dentre todas as regides, o Nordeste se destaca
por sua grande diversidade de tipos de frutas encontradas, tornando a atividade de
comercializagao dessas frutas um grande potencial econémico nessa regiao.

Uma das espécies que mais obteve sucesso na sua adaptacéo e produg¢do em larga
escala para comercializagao, tanto para o mercado interno quanto para exportagao, foi o
cacau, um dos principais responsaveis pelo desenvolvimento socioecondmico de algumas
regides, principalmente na regido sul da Bahia devido a utilizagdo da améndoa desse fruto
para a fabricagcdo de chocolate e seus derivados (ROCHA, 2008).
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Outra espécie que é muito bem adaptada ao Brasil e a essa regido sul da Bahia,
apesar de nao ter o mesmo destaque econémico que o cacau é a jaqueira, uma cultura de
origem asiatica e que chegou ao pais na época de colonizacdo. Seu fruto € um alimento que
geralmente é consumido in natura, ou seja, sem nenhum processamento, ou na forma de
doces (ABREU; RODRIGUES, 2010). Entretanto, estudos mostram o potencial inexplorado
do potencial alimentar da semente de jaca, que apesar de ser consumido em alguns
lugares até mesmo cozida ou assada, industrialmente ndo possui um valor comercial e é
considerado um residuo, sendo descartada (SANTOS, 2009).

Dentre as diversas pesquisas realizadas com essa proposta, foram surgindo
sugestdes de uso da semente de jaca, principalmente na forma de farinha. Esse produto é
capaz de agregar um valor nutricional ao alimento que esta sendo produzido, uma vez que
a semente de jaca € uma 6tima fonte de fibras (27 g), proteinas (10,5 g), carboidratos (57,4
g), sais minerais (principalmente calcio e potassio), dentre outros — todos esses valores
supracitados sendo para cada 100 g de semente (BORGES; BONILHA; MANCINI, 2006).

Sabendo desse potencial alimenticio presente na semente de jaca e considerando
que ela é um residuo, o objetivo desse trabalho é desenvolver um chocolate com a adi¢éo
de 5, 10 e 15 % de farinha de semente de jaca visando o reaproveitamento dessa fonte
nutricional pouco explorada/valorizada pela industria de modo a reduzir o desperdicio e
tornar os novos produtos mais saudaveis conservando seu sabor.

21 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Chocolate

Como principal produto fabricado a partir do cacau, o chocolate merece um destaque
especial, sendo um dos produtos de maior consumo mundial. Segundo a ANVISA (2005),
este é definido como sendo um produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau,
massa de cacau e manteiga de cacau com outros ingredientes, contendo no minimo 25 %
de sélidos totais de cacau. O produto pode apresentar recheio, cobertura e consisténcia
variados. O chocolate pode ser caracterizado por ser sélido a temperatura ambiente e
derreter facilmente na temperatura corporal. Possui um aroma caracteristico que somado a
sua dogura, contribuem para sua grande aceitabilidade.

A partir do fluxograma apresentado na Figura 1, é possivel observar as etapas
de fabricagdo do chocolate. As sementes de cacau passam por um processo de pré-
tratamento que consiste em fermentagdo e secagem, como consta no fluxograma. De
acordo com Leite (2012, p. 52, apud HUANG, BARRINGER, 2010), a fermentacdo tem
como principais objetivos a eliminacdo do poder germinativo da semente, a redug¢édo da
acidez, adstringéncia e amargor em sementes de cacau. E também um passo fundamental
na formacgao de acgucares redutores e aminoacidos, que sdo os precursores da reacao de
Maillard durante a torragéo.
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Améndoas
Fermentadas e secas

Processo de
Torragio

Remogdo das cascas

pronto

Figura 1 - Fluxograma da produc¢éo de chocolate

Fonte: Autoria prépria.

Ja a secagem tem como o principal objetivo a eliminacdo da agua, mas de maneira
homogénea. Um fator importante é o tempo dessa eliminacdo, para garantir que a reducéo
da umidade n&o ocorra somente na superficie, mas sim em toda semente. Essa etapa pode
ocorrer de maneira natural, exposta ao sol ou em secadores especiais (LANNES, 1997).

Uma vez secas e fermentadas, como mostrado no fluxograma da Figura 1, as
améndoas sao enviadas para torrefagdo com o objetivo de reduzir a umidade de 7 a 8 % para
1,5 a 2 %, além de facilitar a retirada da casca e realgcar seu aroma. A retirada de quase toda
a agua existente nas améndoas é essencial para evitar problemas com os equipamentos
nas etapas posteriores. Em condigbes 6timas, na torragdo ha o desenvolvimento maximo
do potencial aromatico da améndoa. (LANNES, 1997).

Ainda segundo Lannes (1997), ap0s a torrefagdo a améndoa passa por um processo
de descascamento e recebe o nome de nibs (améndoa seca, fermentada, torrada e limpa).
O nibs entdo é encaminhada ao processo de moagem para obtencdo de uma massa de
cacau, denominada de liquor, que pode ser alternativamente prensada para a obtencéo de
manteiga e torta de cacau ou continuar para a proxima etapa de mistura e refino.

Nesse estagio a massa sera misturada com os outros ingredientes que consistem,
geralmente de aglcar, leite e manteiga de cacau. As quantidades desses ingredientes
dependem do tipo do chocolate desejado para o produto final e do fabricante. O refino é
um processo que promove a redugédo do tamanho das particulas dos ingredientes com o
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objetivo de torna-los imperceptiveis na boca durante a degustacéo do produto final (LEITE,
2012).

A conchagem é o processo seguinte, com o principal objetivo de etapa de mistura
que envolve a reducdo da umidade, volatilizacdo dos é&cidos graxos e aldeidos, o
desenvolvimento da textura uniforme e a mudanca da cor, sendo esse processo exercendo
grande influéncia ao sabor global do chocolate, devido principalmente a formacédo de
diversos compostos por meio da reacao de Maillard (EFRAIM, 2009).

O ultimo processo na fabricacdo é a temperagem cujo o objetivo é a formacao de
cristais estaveis no produto. Essa etapa tem seu inicio com a fusdo completa da gordura
do chocolate em uma faixa de temperatura entre 40 a 50 °C. Em seguida é feito um
resfriamento controlado, para cerca de 28 a 29 °C, sob agitagcéo, para induzir a cristalizacao
da gordura, seguido de aquecimento entre 30 e 32 °C para derreter os cristais instaveis.
Esse produto temperado entéo € resfriado até uma temperatura de 18 °C, com a finalidade
de desenvolver uma massa quebradica, brilhante, estavel e homogénea (LEITE, 2012).

2.2 Estudos de diferentes substitutos para o cacau naformulacao de chocolate
e outros de seus derivados

Existem diversos fatores de instabilidade que podem afetar a producéo, distribuicao
e preco do cacau como, por exemplo, pragas, doencas, clima, entre outros. Devido a isso,
a busca por aditivos e substitutos que possam diminuir ou sanar a utilizagcao desse fruto
em diversos produtos tem crescido e se tornado de grande interesse pela industria de
chocolates e derivados. Essas substancias podem ser adicionadas na formulagéo desses
produtos, substituindo parcialmente ou totalmente a utilizacdo de cacau com o objetivo de
diminuir o preco do produto final.

Desse modo, algumas pesquisas, como as citadas adiante, tém se desenvolvido
nessa direcdo com a finalidade de aprimorar esses alimentos, alterando as proporc¢des de
alguns ingredientes. Alguns exemplos dessa substituicdo s&o: obtencdo de gorduras de
cupuagcu, alternativas a manteiga de cacau para uso na fabricacao de chocolate, realizada
por Luccas (2001); a alteragao no tipo de gordura nos chocolates ao leite, feita por Luccas,
Bonomi e Kieckbusch (2014); o desenvolvimento de sorvete de chocolate utilizando fibra
de casca de laranja como substituto de gordura, de autoria de Boff et al. (2011); possiveis
substituintes de cacau em p6 nos achocolatados pesquisado por Medeiros e Lannes (2009);
dentre tantos outros.

Além desses trabalhos de substituicao do cacau por outras substéancias, algumas
pesquisas tém sido realizadas de modo a promover o mesmo melhoramento em produtos
derivados do chocolate ja existentes, tendo a substituicao realizada em outros ingredientes
que ndo o cacau, mas que também sao relevantes. Exemplos dessas pesquisas sdo 0s
trabalhos feitos por Richter e Lannes (2007) que tratam da substituicdo de agucares por
edulcorantes e agentes de corpo em bombons para dietas especiais; e o trabalho Padilha
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et al. (2010) com o objetivo de formular massas de bolo de chocolate com farinha de yacén
(Smallanthus sonchifolius).

A metodologia aplicada a essas modificagcbes € semelhante aos trabalhos citados
e comprovam que um produto pode ser obtido com qualidade semelhante ou até melhor
caso haja a substituicdo de um ou mais ingrediente da sua receita original, sem alterar suas

caracteristicas sensoriais.

2.3 Jaca

A arvore conhecida popularmente no Brasil como jaqueira é originaria da india,
pertence a familia Moraceae e tem o nome de Artocarpus heterophyllus L. e, segundo
Cabral (2014), foi trazida para o Brasil pelos portugueses durante o periodo de colonizacéo,
sendo bem adaptada devido ao clima tropical. Pode se desenvolver em climas subtropical
e semiarido e possui o fruto conhecido como jaca.

Ainda de acordo com Cabral (2014), o fruto da jaqueira mede de 12 a 90 cm de
comprimento, 13 a 50 cm de didmetro e apresenta peso variando de 3 a 60 kg, sendo
considerado um dos maiores frutos do mundo. Tem como caracteristicas a sua coloragéo
verde-amarelada, superficie aspera contendo algumas saliéncias e aroma especifico
quando maduro. Por ser tdo grande, pode comportar centenas de sementes revestida com
uma polpa comestivel que possui sabor adocicado e consisténcia mole ou dura.

A jaca é considerada uma fruta rica em carboidratos e, principalmente, apresenta
um alto teor de fibras que s&o importantes para o funcionamento intestinal. Na composicao
quimica, essa fruta mostra-se rica também em calcio, fésforo, ferro e vitaminas do complexo
B, principalmente, a vitamina B2 (Riboflavina) e vitamina B5 (Niacina) (SOUZA, 2007, p.
226). A Tabela 1 contém os valores de composicéo quimica da jaca.

COMPOSICAO FRUTO
COMPOSICAO Imaturo Polpa Madura Semente Polpa
Umidade (%) 85,20 72,40 57,60 84,00
Calorias (cal) 51,00 97,00 43,00 52,00
Proteina (g) 2,00 1,40 5,60 1,90
Gordura (g) 0,60 0,40 0,60 0,10
Carboidratos (g) 11,50 24,00 34,90 18,90
Fibras (g) 2,60 0,80 1,40 1,10
Cinzas (g) 0,70 1,00 1,30 —
Calcio (mg) 53,00 23,00 23,00 20,00
Ferro (mg) 0.40 1,10 0,80 0,5
Sédio (mg) 3,00 2,00 3,00
Potassio (mg) 323,00 107,00 763,00
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Vitamina A (Ul) 30,00 175,00 — 540,00

Tiamina (mg) 0,12 0,90 0,60 30,00
Rivoflavina (mg) 0,05 0,05 0,06
Niacina (mg) 0,50 0,90 0,60
Acido Ascérbico (mg) 12,0 5,00 10,00

Tabela 1- Composicédo quimica da jaca por 100 g de fruto
Fonte: AFISJ (2011).

O fruto é basicamente consumido na forma in natura, sendo sua polpa a parte mais
aproveitada industrialmente. Ja as sementes apresentam um potencial de uso em preparos
de alimentos, porém sua utilizagdo ainda é pouco explorada. Essas podem ser consumidas
cozidas, torradas ou assadas na brasa, além de serem trituradas e utilizadas sob a forma
de farinha para compor diversos tipos de alimentos (SANTOS, 2009).

Diversos estudos tém surgido na utilizagdo dessa farinha de semente de jaca na
substituicdo de outros ingredientes na formulacdo de doces, bolos, biscoitos e outros.
Exemplos disso sédo os estudos de Almeida (2016) em analisar farinha de semente de jaca
como possivel substituinte da aveia para elaboragdo de barras de cereais; a pesquisa de
Ladim (2012) na formulacao de quibes com farinha de semente de jaca; o trabalho de Silva
(2012) na aceitacdo da aparéncia e aroma de bolinha de queijo (sem gluten) elaborada
com a semente da jaca; e os estudos de Spada (2017), focados na caracterizacédo e andlise
sensorial da semente de jaca torrada e sua utilizagdo como substituinte do cacau em p6 na
preparacéo de cappuccinos.

31 METODOLOGIA

3.1 Producao da farinha

Apoés a realizagédo da etapa de coleta das amostras, as sementes de jaca obtidas
foram descascadas manualmente e enviadas para serem torradas no forno da Comisséao
Executiva de Planejamento da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), geralmente utilizado para a
torra de améndoas secas de cacau. As sementes foram torradas a uma temperatura de 120
°C durante 1 hora e 45 minutos. Apés isso, elas foram moidas, peneiradas em uma peneira
comum e, no momento de produ¢do do chocolate, adicionada ao demais ingredientes,
durante o processo de refino do cacau. Todo o processo pode ser observado na Figura 2.
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separagao

Obtencao da Limpeza da
- entre poupa e
jaca semente
semente
Torrefacao Betirda da Secagem
casca
Moagem Peneiramento Obteng-io da

farinha

Figura 2: Fluxograma da produgéo da farinha de semente de jaca.

Fonte: Autoria prépria.

3.2 Fabricacao do chocolate

A producdo do chocolate foi realizada de acordo com os passos descritos no

fluxograma da Figura 1, com a diferenca na etapa de mistura e refino, onde foi adicionada a

farinha da semente de jaca na massa do chocolate. Essa adicao ocorreu em 3 propor¢coes

diferentes, sendo elas quantidades equivalentes, em peso total, de 5, 10 e 15 % de farinha

de semente de jaca.

3.3 Analises

As metodologias de analise bromatolégicas foram baseadas em Cecchi (2003)

como descritas a seguir.

3.3.1 Anélise bromatologica
3.3.1.1 Umidade

A determinacdo da umidade foi realizada através de gravimetria em estufa. Foram

pesados 1 g das amostras em cadinho previamente tarado e inserido em uma estufa.

As amostras entdo foram retiradas e pesadas em intervalos de 1 hora, sendo a anélise

encerrada quando verificado que o peso das amostras esta se mantendo constate.
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3.3.1.2 Cinzas

A determinacao de cinzas foi realizada por método gravimétrico em mufla, até peso
constante. As amostras foram pesadas e colocadas na mufla a 500 °C até completar a
incineracéo.

3.3.1.3 Lipideos Totais (Método de Bligh-Dyer)

Foram pesados 1 grama das amostras e transferidas para um erlenmeyer. Neste,
foram adicionados 10 ml de cloroférmio, 20 ml de metanol e 8 ml de agua. Essa vidraria
foi fechada hermeticamente e inserida em um agitador rotativo por 15 minutos, tempo este
necessario para a dissolugao da amostra na solu¢do. Em seguida, foram adicionados mais
10 ml de cloroférmio e 10 ml de agua com a finalidade de quebrar a mistura monofasica
anterior e ser possivel separa-las em um funil de decantacgéo.

A parte inferior, composta por cloroférmio, foi separada em um béquer e posta pra

secar na capela de exaustao por 24 horas e, em seguida, pesado.
3.3.1.4 Analise de minerais

Foram pesados 0,2 g das amostras e transferidas para os tubos de digestéao, onde
se iniciou uma decomposi¢ao por via Umida, utilizando 7 ml de &cido nitrico 65% (v/v). Essa
digestao ocorreu por 3 horas com um auxilio de um bloco digestor a 150 °C e ocorreu em
sistema fechado com refluxo (“dedo frio”). Apds esse processo, as amostras passaram por
um processo de filtragdo, uma vez que qualquer impureza sélida prejudicaria a bomba do
equipamento.

As amostras entdo foram analisadas em um equipamento de espectrometria de
emissao atébmica com plasma de micro-ondas (MP AES) para a determinagéo dos minerais
presentes. A quantificacdo foi realizada pela comparacdo das leituras das amostras com

curva analitica de padréo externo, dos respectivos elementos.

3.3.2 Andalise sensorial

A anélise sensorial foi realizada tendo como base um Método Sensorial Afetivo, onde
foi avaliado a aceitacao e a preferéncia dos consumidores entre um produto e outro atravées
de uma escala hedonica de aceitagcao contendo 9 notas para cada atributo avaliado. Além
disso, foi avaliado uma possivel intencao do provador em comprar este produto, caso ele
estivesse disponivel no mercado através de uma escala heddnica de 5 pontos.

Nessa analise foi comparado um chocolate padrao 70 % de cacau com o chocolate
com farinha de semente de jaca em diferentes composicdes. Primeiro entre o padréo e o
tipo chocolate com 5 % de farinha de jaca, sendo seguido do produto com 10 % e para
finalizar o produto com 15 %.

As amostras foram entregues em guardanapos de cor branca, a temperatura
controlada de 22 °C, codificadas e avaliadas por 100 provadores néo treinados quanto a

aceitagdo (aparéncia, sabor, aroma, textura impresséo global) e inten¢do de compra. Cada
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provador recebeu uma ficha com uma escala hedénica com 9 niveis de aceitacdo, onde ele
pdde avaliar os parametros supracitados onde 9 significa “gostei muitissimo” e variando até
o valor minimo que significa “desgostei muitissimo” e uma escala de 5 pontos variando de
“certamente compraria” até “certamente nao compraria”.

Um modelo da ficha que foi distribuida para os provadores durante a analise

sensorial encontra-se na Figura 3 desse trabalho.

Codigo da amostra
Aparéncia

Cheiro

Textura

Gosto

Impressio Global
Intencio de
Compra

Aparéncia / Cheiro / Textuta / Intencdo de compra
Gosto / Impress3o Global

(9) Goste1 Extremamente (5) certamente comprara

(8) Goste1 Muito (4) provavelmente compraria

(7) Gostei Moderadamente (3) ndo se se compraria ou nio compraria
(&) Goste1 Ligeiramente (2) provavelmente n3o compraria

(5) Nem gostei nem desgosiei (1) certamente nio compraria

(4) Desgostel Ligeiramente
(3) Desgostei Moderadamente
(2) Desgostel Muito

(1) Desgostel Extremamente

Comentérios (opcional)

Figura 3: Ficha de avaliagéo sensorial.

Fonte: Autoria prépria.

3.3.3 Analise estatistica

Para os parametros avaliados na analise sensorial quanto a aceitagéo e intengéo de
compra foi realizada uma média das notas. Apds isso um teste Tukey (p < 0,05) foi realizado
a fim de examinar se existe diferenca significativa entre as notas de cada indicador da
amostra padrao de 70 % de cacau e do produto tipo chocolate com adi¢éo de farinha de
semente de jaca. Apds isso, foi realizado a analise desses dados e sua disposicdo em
forma de gréficos e histograma.
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41 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

4.1 Producéo do Chocolate

Foram produzidos 10 kg de chocolate, quantidade minima para os equipamentos da
CEPLAC, sendo essa massa dividida em 4 partes de 2,5 kg. Uma formulagéo continuou
sem alterac@o, sendo de 70% de cacau e foi utilizada como padrdo de comparagéo,
como mostrado na Tabela 2. Nos outros 3 lotes de 2,5 kg foram adicionadas as devidas
quantidades de farinha de semente de jaca para atingir a concentracdo de 5, 10 e 15%.
Essa adigédo foi realizada no processo de refino, tendo este uma duragéo de 24 horas sendo

processado para promover uma mistura homogénea.

Ingrediente massa (Kg) %
Acucar 2,960 29,6
Lecitina de soja 0,040 0,4

Manteiga de cacau 0,500 5
Nibs de cacau 6,5 65
Total 10 100

Tabela 2 - Composigéao do chocolate padrao 70% de cacau.

Ja a massa de farinha adicionada em cada lote de 2,5 de chocolate pode ser
visualizada na Tabela 3.

Composicao do chocolate Massa de farinha (g)
Férmula padrao 0,0
Adicao de 5% 131,5
Adicao de 10% 277,7
Adicao de 15% 441,2

Tabela 3 - Massa de farinha de semente de jaca adicionada em formulagdo de chocolate.

4.2 Analises bromatoldgicas

4.2.1 Umidade

Na andlise de umidade foi possivel perceber que ndo héa diferenca significativa
entre as amostras, 0 que ja era previsto, uma vez que o chocolate apresenta baixa
umidade (<5 %) e a farinha de carogo de jaca apresenta igualmente baixa umidade (<10
%), adicionalmente, na etapa de conchagem o chocolate (ou a mistura de chocolate com
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farinha) séo aquecidos a uma temperatura de 50 °C por cerca de 30 minutos causando a
evaporacédo de agua residual, gerando um produto soélido.

Nas amostras sem adicdo de farinha de carogo de jaca foi encontrado um teor de
umidade de 2,6 % (+0,81), para as amostras com adi¢do de 5, 10 e 15 % de farinha de caroco
de jaca foram encontrados 2,05 (+ 0,15), 2,19 (+ 0,40) e 2,00 % (+ 0,58), respectivamente,
o que pelo teste Tukey (p<0,05) néo representa diferenca significativa. A adicao de farinha
de caroco de jaca ndo altera a umidade do chocolate.

4.2.2 Cinzas

Com a analise de cinzas é possivel quantificar o residuo inorganico remanescente
apos a completa destruicdo da matriz orgénica do alimento, ou seja, representa o contetdo
total de minerais presentes na amostra. Nessa analise foi possivel observar um aumento
no valor de cinzas proporcional & quantidade de farinha adicionada no chocolate, sendo
este aumento nos valores de 0,05 (+ 0,021), 0,13 (= 0,021) e 0,18 % (= 0,022), para as
composicdes de 5, 10 e 15 %, respectivamente.

Esse acréscimo no valor de cinzas indica a presenca de minerais oriundos da
farinha de semente de jaca que enriqueceu o chocolate, sendo a determinacéo de quais
deles foram adicionados realizadas a seguir.

4.2.3 Minerais

Foram analisados os elementos: cobre, zinco, célcio, ferro, manganés, sédio e
magnésio, sendo que a escolha desses elementos foi baseada na disponibilidade do LQAA
(Laboratério de quimica analitica aplicada), em termos de padrdes analiticos e capacidade
de deteccao pelo equipamento. Os resultados do conteudo desses elementos estéo
apresentados na Tabela 4.

Amostra Elemento
Zn* Mg** Mn* Na* Fe* Cu* Ca**
Farinha 16,89% 1,262 2,08° 60,35° 9,76° 9,712 11,33%
+0,61 +0,04 +0,06 +17,26 +2,48 +2,95 +0,87
c 18,812 1,372 4,402 67,462 20,472 11,05% 10,62%
o +2,61 +0,11 +0,12 + 16,98 +0,45 +2,40 +0,87
c 14,47° 1,302 4,06% 62,242 19,46% 9,912 8,17°
5 +1,23 +0,02 +0,06 +4,34 +0,47 +1,48 +0,16
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16,97%° 1,422 4,242 67,412 19,152 10,922 10,58°

Ci +0,10 +0,09 +017 +541 +0,69 +1.98 +0,64
c 16,90% 1,35 410° 66,74° 19,76 11,812 10,43
15 +1,32 +0,05 +0,21 + 4,67 +2,11 + 3,55 +0,19

Tabela 4: Resultados das analises de minerais para os 7 elementos analisados

* *k

Mg.g" " mg.g’

A amostra C,, C,, C, e C,, correspondem, respectivamente as amostras com 0, 5,
10 e 15 % de adicdo de farinha de semente de jaca. As analises do conteddo de minerais
revelaram para os elementos citados que, ao contrario do objetivo inicial de enriquecimento
do chocolate, foi possivel conseguir no maximo a manutengdo dos niveis dos elementos
ja presentes no chocolate sem adi¢éo da farinha de jaca, ou seja, a adicdo de farinha nao
trouxe de fato um ganho nutricional, 0 que pode estar relacionado com diversos fatores,
entre eles, incertezas analiticas, mas com maior grau de contribuicéo, a variedade de jaca
estudada, que contrariando as referéncias, apresentou teor menor que o chocolate para os
referidos elementos.

Outro fato que deve ser mencionado é que a anélise desses elementos ndo condiz
com o resultado da analise de cinzas, que mostrou um aumento no teor mineral do chocolate
com a adi¢do de farinha do caroco de jaca, o que pode estar relacionado com a variagéo de
outros elementos, como o potassio, fosforo e selénio que ndo foram analisados.

4.2.4 Lipidios

Os resultados da analise de lipidios demonstraram uma redugdo na porcentagem
de gordura com a adi¢do gradativa da farinha de semente de jaca, um comportamento
coerente com a literatura, uma vez que foi adicionado um material com um valor de gordura

muito pequeno. Na Tabela 5 é possivel visualizar esses resultados.

Amostra Lipidio (%)
Farinha de semente de jaca 1,1988 + 0,1861
Controle 25,5313 + 0,4200
Adicao de 5% 24,9509 +0,1241
Adicao de 10% 24,5242 + 00,0700
Adicao de 15% 23,1861 +0,1881

Tabela 5 - Resultados da analise de lipidio expressa em porcentagem
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A partir dos dados expressos na Tabela 5, € possivel observar uma reducéo de até

2,34 % no valor de gordura do chocolate na amostra com o maior teor do aditivo.

4.3 Analise Sensorial

A analise sensorial ocorreu na UESC com 100 provadores ndo treinados dispostos

de maneira a ndo haver comunicacdo nem contato visual entre si. Os resultados de média

e desvio padrao da analise estao dispostos na Tabela 6.

Parametros
avaliados na
analise sensorial
Média
Aparéncia 7,682
Cheiro 6,822
Gosto 6,42
Textura s
Intencao de 400
compra
Impressao global 6,882

Tabela 6 — Médias e desvios das notas obtidas dos parametros avaliados na analise sensorial

Amostra com 5 %

Desvio
1,14
1,57
1,79

1,5
1,0
1,79

Amostra com

Média
7,74
6,862
6,672
7,242
3,62
6,672

10 %

Desvio
1,14
1,31
1,68
1,68
0,90
1,52

Amostra com

Média
7,022
6,842
6,062
7,222
3,24
6,242

15 %

Desvio
1,73
1,34
2,23
1,55
1,29
1,88

Média
6,142
7,442
7,652
7,642
4,022
7,182

para os chocolates com farinha de semente de jaca e para o chocolate controle.

Letras iguais (sobrescritas) numa mesma linha representam médias estatisticamente
semelhantes.

Amostra controle

Desvio
1,56
1,34
1,31
1,35
0,95
1,78

A partir de uma comparacdo dos dados expressos acima utilizando um teste

de Tukey, & possivel chegar a uma concluséo de se tratar de amostras sem diferenca

significativa, resultado do grande intervalo de variagdo das médias e dos desvios. Isso

acontece devido a utilizacdo da escala hedbnica para a avaliagdo dos parametros, sendo

que esta ndo permite nUmeros decimais, resultado assim em uma variacdo de mais de 10

% a cada intervalo de notas permitidas, sendo este fator agravado na categoria “intencéo

de compra”, com cada intervalo de notas representando 20 % de variacao.

Devido a este fator, o trabalho com essa forma de disposi¢cdo de dados leva a

conclusées precipitadas dos resultados, sendo necessario buscar outra forma de expressa-

los. A forma escolhida para demonstrar a disposicdo de notas de maneira mais clara foi

através de histogramas, como 0s expressos a seguir.
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4.3.1 Aparéncia

Histograma - Aparéncia
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Figura 4 - Histograma comparativo na categoria aparéncia resultante da anélise sensorial da
amostra controle e das amostras com farinha de semente de jaca.

A partir da analise do histograma da Figura 4, foi possivel observar uma maior
aceitacdo das amostras de 5 e 10 % de adi¢éo de farinha de semente de jaca, uma vez
que a maior porcentagem de suas frequéncias se encontra distribuida nas notas 8 e 9 (74
e 70%, respectivamente).

4.3.2 Cheiro

Histograma - Cheiro
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Figura 5 - Histograma comparativo na categoria aparéncia resultante da anélise sensorial da
amostra controle e das amostras com farinha de semente de jaca.

Na caracterizagdo do cheiro, & possivel observar na Figura 5 uma distribuicdo

mais homogénea das notas de todas as amostras, ndo gerando diferenca significativa da
amostra controle para as amostras com adicdo de farinha de semente de jaca.

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica Capitulo 7 “



4.3.3 Textura

Histograma - Textura

B
B
.|| I nn
R CHRN TR TH

6 7

> oo n

5
2
2
2

[
U o ¢

Controle m5% m10% ®m15%

Figura 6 - Histograma comparativo na categoria textura resultante da analise sensorial da
amostra controle e das amostras com farinha de semente de jaca.

Na andlise da textura, presente na figura 6, observa-se uma predominancia de notas
7, 8 e 9 (mais de 65% do total) para todas as amostras, ndo havendo diferenca significativa
entre as amostras controle e com aditivos. A maior distribuicdo das notas mais altas € um
indicativo de uma boa aceitagéo dos provadores para todas as amostras.

4.3.4 Sabor

Histograma - Sabor

Controle m5% mW10% ®15%

Figura 7 - Histograma comparativo na categoria textura resultante da anélise sensorial da
amostra controle e das amostras com farinha de semente de jaca.

No critério sabor, percebe-se, pela Figura 7, uma maior distribuicao das frequéncias
de notas, com maior concentracao das notas em valores intermediarios (6 e 7) e atingindo
os valores minimos em alguns pontos, algo que n&o ocorria significativamente nos outros
parametros avaliados. Isto demonstra que, provavelmente, os provadores ndo estavam
acostumados a degustar chocolates com alto teor de cacau, algo comum para a maioria
da populagéo.
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Mesmo fora do Brasil, entende-se que geralmente, chocolates amargos com maior
percentual de cacau apresentam menor indice de aceitacdo em relacdo aos chocolates
com menor teor de cacau, sendo estes os mais conhecidos e consumidos. Na pesquisa
dirigida por Thamke e colaboradores (2009), foi avaliada a descricdo sensorial de
chocolates amargos por parte dos provadores, e resumindo os resultados, notou-se que,
no que diz respeito a sensagéo na boca e gosto, o chocolate com menor teor de cacau foi
caracterizado como derretido, cremoso e suave, enquanto que o produto com o maior teor

de cacau foi descrito como mais viscoso e seco, deixando gosto por mais tempo na boca.

4.3.5 Impressao global

Histograma - Impressao Global
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Figura 8 - Histograma comparativo da impressé&o global resultante da anélise sensorial da
amostra controle e das amostras com farinha de semente de jaca.

Na Figura 8 esta presente o aspecto impressao global, que avalia de uma maneira
geral a opinido do provador sobre tudo que ele pdde perceber no chocolate enquanto fazia
a analise, percebe-se que, apesar de uma distribuicdo de notas homogéneas nas notas
intermediarias (4, 5 e 6), a amostra de 5% obteve resultados tdo bons quanto a amostra
controle A amostra de 10 % também obteve resultados satisfatérios, quando comparado as

outras duas.
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4.3.6 Intencdo de compra

Histograma - Intenc¢dao de Compra
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Figura 9 - Histograma comparativo da intencéo de compra resultante da anélise sensorial da
amostra controle e das amostras com farinha de semente de jaca.

Na intencao de compra, observada na Figura 9, as amostras de 5 % e, principalmente
as de 10% de adicdo de farinha de semente de jaca, obtiveram resultados satisfatoérios,
se concentrando em mais 60 % nas notas mais altas (4 e 5). A intencdo de compra é
um fator muito importante dessa andlise, pois ela avalia se o produto apresentado possui
caracteristicas positivas suficientes para serem adquiridos pelo provador, servindo de
resumo de todos os outros aspectos. Os resultados positivos das duas primeiras amostras
com aditivo revelam boa aceita¢do por parte do consumidor ao novo produto se comparado
a amostra controle, sendo essa um chocolate ja consolidado no mercado.

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

A adicéo de farinha de semente de jaca no chocolate se mostrou sendo um processo
de baixo custo, sem necessidade de altera¢des na planta de produgéo de chocolate, apenas
um incremento para o processo de fabricacdo da farinha, que também é de baixo custo,
mostrando um uso efetivo de um subproduto até entdo discartado, agregando valor para
0 mesmo e diminuindo a geragéo de residuos na cadeia produtiva da jaca e sem perdas
sensoriais para o chocolate.

As andlises bromatoldgicas indicam resultados promissores na utilizacdo deste
aditivo alimentar, uma vez que a adicdo de farinha de semente de jaca nédo altera
significativamente a umidade do produto, mantendo-se em torno de 2,6 %. Além disso &
possivel uma diminui¢do de até 2,34 % gordura no chocolate, se comparado a amostra de
15 % com a amostra controle.

Ja a partir da analise de cinzas, é possivel concluir que a utilizagdo da farinha de
semente de jaca agrega conteudo mineral ao chocolate, sendo necessario no futuro, uma
analise mais detalhada de outros elementos que possam ser detectados em equipamentos
e padrdes analiticos mais precisos.
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Nas analises sensoriais foi possivel ver uma boa aceitacdo pelos provadores
principalmente nas amostras de 5 a 10 %, em diversos atibutos sensoriais e na intencéo
de compra, mostrando que a adicéo da farinha de semente de jaca, nessas concentragoes,
nao altera significativamente as propriedades organolépticas do chocolate.
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RESUMO: Organismos incrustantes marinhos
causam prejuizos econémicos e para remogao
desses organismos, s&o utilizados biocidas
toxicos e letais em seres vivos néo-alvo. Para
evitar o processo de bioincrustagéo, aaplicacédode
substéncias naturais surge como uma alternativa
ambientalmente correta. Os surfactantes sao
compostos quimicos que possuem propriedades
anfipaticas que o0s permitem interagir com
distintas moléculas de diferentes afinidades. Os
de origem natural sdo produzidos por plantas ou
micro-organismos, possuem baixa toxicidade,
altabiodegradabilidade, resisténcia em condicoes
extremas de temperaturas, pH e salinidade
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além de sua atividade antimicrobiana, inibindo
a adesado microbiana e formacédo de biofiimes,
estruturas necessarias para a conducdo do
processo de incrustacdo. O presente trabalho
teve por objetivo formular e avaliar matrizes
anti-incrustantes contendo surfactantes naturais
atdxicos para aplicacdo como revestimento em
qualquer instalacdo submersa em meio marinho
com presencga de organismos incrustantes. Para
esse fim, surfactantes naturais foram obtidos
por processo fermentativo, pela modificacao
quimica do 6leo de soja (Glycine max (L)) ou
adquiridos comercialmente. Foram preparadas
matrizes a base de resina natural contendo os
seguintes surfactantes: surfactante oligébmero
do glicerol, laurato de glicerila, acido oleico
hidroxilado, glicolipidio, lecitina, &cido oleico
hidroxilado de sédio e oleato hidroxilado de
glicerila. Essas matrizes foram aplicadas em
placas metélicas e imersas no Porto do Recife-
PE durante 25 dias. Os resultados analisados
da area incrustada através do software ImageJ
demonstraram que em comparag¢@o com a placa
revestida apenas com a matriz (82,70%) e a
placa 10, sem revestimento (98,19%), a matriz
+ laurato (62,44%) e a matriz + acido hidroxilado
(72,34%) exibiram as atividades anti-incrustante
mais promissoras. Desse modo, foi possivel
obter matrizes com atividade anti-incrustante
contendo surfactantes naturais obtidos de fontes
renovaveis (6leo de soja residual), evitando
assim, a utilizagdo convencional de organismos
marinhos, que necessitam de criagdo em
cativeiro, sendo um processo lento e pouco
produtivo.
PALAVRAS-CHAVE:
incrustantes, bioincrustacao.
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FORMULATION OF ANTI-FOULING MATRICES USING NATURAL
SURFACTANTS

ABSTRACT: Biofouling, present in marine environments, causing economic losses. To remove
these organisms, toxic and lethal biocides are used in non-target living beings. To avoid the
biofouling process, the application of natural substances appears as an environmentally
friendly alternative. Surfactants are chemical compounds that have amphipathic properties
that allow them to interact with different molecules of different affinities. Those of natural
origin are produced by plants or microorganisms, have low toxicity, high biodegradability,
resistance in extreme conditions of temperature, pH, and salinity in addition to their
antimicrobial activity, inhibiting microbial adhesion and formation of biofilms, structures
necessary for driving the fouling process. The present work aimed to formulate and evaluate
antifouling matrices containing non-toxic natural surfactants for application as a coating in
any installation submerged in the marine environment with the presence of fouling organisms.
For this purpose, natural surfactants were obtained by the fermentation process, by chemical
modification of soybean oil (Glycine max (L)), or purchased commercially. Matrices based on
natural resin were prepared to contain the following surfactants: glycerol oligomer surfactant,
glycerol laurate, hydroxylated oleic acid, glycolipid, lecithin, sodium hydroxylated oleic acid,
and glyceryl hydroxylated oleate. These matrices were applied to metal panels and immersed
in the Port of Recife-PE for 25 days. The results analyzed from the covered area using the
Imaged software showed that compared to the panel coated only with the matrix (82.70%)
and panel 10, without coating (98.19%), the matrix + laurate (62.44 %) and the matrix +
hydroxylated acid (72.34%) exhibited the most promising antifouling activities. In this way,
it was possible to obtain matrices with anti-fouling activity containing natural surfactants
obtained from renewable sources (residual soy oil), thus avoiding the conventional use of
marine organisms, which need to be reared in captivity, being a slow and not very productive
process.

KEYWORDS: Coating, fouling, biofouling.

11 INTRODUGAO

Bioincrustagcdo em superficies de materiais € um dos principais problemas no
ambiente marinho, afetando de modo particular o setor nautico, devido ao aumento do
consumo de combustivel. Essa comunidade biol6gica marinha incrustante do inglés,
biofouling, dependendo do tamanho dos organismos envolvidos, sdo subdivididos em
microfouling e macrofouling (GITTENS et al., 2013; GULE et al., 2016).

O desenvolvimento do biofouling ocorre tipicamente em quatro fases: formacao
de uma camada de moléculas organicas; colonizagdo priméria por micro-organismos,
como bactérias e diatomaceas; colonizagéo unicelular por esporos de algas; e fixagdo de
macroincrustantes multicelulares (MAGIN et al., 2010).

Pela proximidade de usinas termelétricas com a regido costeira 0s organismos
planctdnicos e larvas de organismos incrustantes sé@o atraidos para o circuito de refrigeracédo

das usinas (POORNIMA et al., 2006). As bioincrustagdes nos sistemas de resfriamento
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vao aos poucos dificultando a troca de calor nas serpentinas e radiadores, causando o
aumento da temperatura de operag¢do. Para minimizar esses efeitos, as usinas precisam
realizar manutencéo e limpeza mecéanica periddicas das tubulacdes e essa agédo exige
constantes e longos desligamentos dos equipamentos (DEGER, 2010). Para reduzir os
prejuizos causados pelas incrustacoes, as termelétricas frequentemente aplicam biocidas
na agua de resfriamento que circula nos equipamentos para controle do crescimento
desses organismos incrustantes. Tradicionalmente, o uso do hipoclorito de sddio (NaOCI)
é o tratamento biocida mais comumente utilizado em sistemas de resfriamento, dado
sua alta eficiéncia (LI et al., 2011). No entanto, a utilizagdo continua de hipoclorito, além
de representar custos consideraveis para as usinas, tem efeitos prejudiciais ao meio
ambiente, sendo limitado sua concentracao de cloro residual total em 0,01 mg/L em aguas
salinas e salobras, pela legislagéo brasileira vigente, Resolugdo do CONAMA 357/2005,
complementada pela Resolugdo do CONAMA 430/2011.

A utilizacdo de revestimentos anti-incrustantes, a base de produtos quimicos
sintéticos, tém sido uma das estratégias principais para combater o biofouling, nas
incrustagdes marinhas. Biocidas como o TBT (tributilestanho) séo eficazes na reducéao da
incrustac@o, mas os desse tipo estdo proibidos por sua elevada toxicidade em organismos
ndo alvos (YEBRA; KIIL; DAM-JOHANSEN, 2004; GITTENS et al., 2013). Mesmo com a
ocorréncia de outras formulagdes a legislagdo mundial imp0s limitagdes crescentes sobre
0 uso de biocidas para combater a incrustacao biolégica e, como alternativa, tecnologias
livres de biocidas vém sendo desenvolvidas para enfrentar este desafio (GITTENS et al.,
2013; GULE et al., 2016).

Uma das tendéncias atuais € a alteragdo de superficies para torna-las mais
hidrofobicas por meio da introducéo de substancias tensoativas, como também pela adi¢cao
de substancias naturais com acdo antimicrobiana nas superficies tratadas, eliminando,
assim, a adesdo microbiana, pois uma vez que os biofilmes colonizam uma superficie,
eles alteram as propriedades da superficie e facilitam o processo de adesdo de outros
incrustantes (GITTENS et al., 2013; DAMODARAN; MURTHY, 2016).

Surfactantes séo tensoativos naturais que possuem a propriedade de reduzir a
tensao superficial e interfacial. Os derivados do petréleo podem ser obtidos por sintese
quimica, e os naturais (biossurfactantes) provenientes de plantas, de micro-organismos,
entre outras fontes. Dentre as varias vantagens dos biossurfactantes sobre os surfactantes
sintéticos estéo a baixa toxicidade, biodegradabilidade, atividade e resisténcia em condi¢cbes
extremas de temperaturas, pH e salinidade. Além de suas atividades antibacterianas,
antivirais e antifingicas, esses compostos também provaram serem bons inibidores da
adesd@o microbiana e formagao de biofimes (DUSANE et al., 2013; BANAT; DE RIENZO;
QUINN, 2014; SANTOS et al., 2016; ARAUJO et al., 2016;).

Desse modo, compreendendo que a formacgédo de biofouling faz com que o setor

termoelétrico interrompa suas atividades, gerando uma grande perda econdémica no setor,
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e com 0s métodos de controle ndo atendendo o conceito de industria ecolégica, faz-se
necessario o desenvolvimento de revestimentos anti-incrustantes que nao contenham
substancias nocivas a fauna e flora presentes nas proximidades das instalagdes, e que
sejam eficientes em relacéo aqueles organismos causadores das incrustagdes nos sitios
internos das tubulagées do sistema de resfriamento da industria.

Sendo assim, o0 objetivo desse trabalho foi formular um revestimento anti-incrustante
atoxico e avaliar seu comportamento antifouling frente a organismos incrustantes

comumente encontrados em tubulacdes de termoelétricas costeiras.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacao da matriz com propriedade anti-incrustante

A composicao da formulacdo da matriz foi adaptada de Acevedo et al., (2013) e
expressa em porcentagem por massa. Os componentes foram misturados em um agitador
mecanico (Tecnal LTDA, Brasil) a 2000 rpm por 50 min.

2.2 Obtencao dos ativos

As substancias avaliadas no presente trabalho foram selecionadas com base em
estudos que demonstraram o potencial antimicrobiano/anti-incrustante de alguns tipos
de surfactantes naturais (FUSETANI, 2011; RUFINO et al., 2011). Foram produzidos: o
acido oleico hidroxilado, acido oleico hidroxilado de sédio, oleato de glicerila, laurato de
glicerila e oleato hidroxilado de glicerila, por meio da modificacdo quimica do 6leo de soja
(Glycine max (L.)) através de reacbes de neutralizacéo, esterificacéo do glicerol e reagdes
de hidroxilagao por epoxidagéo, utilizando catalisador adequado. O glicolipidio foi obtido a
partir da fermentacao da bactéria Pseudomonas cepacia, de acordo com a metodologia de
Soares da Silva et al., (2017) e o surfactante/emulsificante lecitina adquirido da empresa
Nutryervas do Brasil LTDA.

2.3 Ensaio antimicrobiano

Os ativos a serem incorporados nas formulagdes anti-incrustantes foram avaliados
através do teste de inibicdo do crescimento bacteriano, baseado no método de Bauer et
al., (1966). Foi utilizada a cepa da bactéria Pseudomonas aeruginosa (UCP0992), obtida
junto a Colecao de Culturas da Universidade Catolica de Pernambuco — UNICAP. Esse
género de bactérias é pioneiro na formacdo de biofiimes e conhecido por auxiliar no
reconhecimento, fixacdo e metamorfose de larvas de organismos incrustantes. Foi utilizado
meio agar Marinho (Bacto Marine Agar 2216, Difco) para o crescimento microbiano. Discos
de antibiograma (& = 6 mm) contendo cada ativo a ser testado foram transferidos para as
placas de Petri e dispostos em posi¢des equidistantes. As placas de Petri foram incubadas
em estufa a 30 °C e verificada apds 24h a ocorréncia ou néo da formacéo de halos em torno
de cada disco, indicando ocorréncia ou néo de inibicéo.

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica Capitulo 8 m



2.4 Incorporacao dos ativos

Os compostos ativos testados foram incorporados posteriormente a matriz na

concentracéo inicial de 5% (p/p).

Misturas Composicao

Controle Matriz sem ativo

Mistura 1 Matriz + surfactante oligbmero do glicerol *
Mistura 2 Matriz + laurato de glicerila
Mistura 3 Matriz + hidroxilado de glicerila
Mistura 4 Matriz + glicolipidio

Mistura 5 Resina natural

Mistura 6 Matriz + lecitina*

Mistura 7 Matriz + acido oleico hidroxilado de sodio
Mistura 8 Matriz + oleato hidroxilado de glicerila

Tabela 1 — Misturas formuladas com surfactantes naturais para obtencéo de anti-incrustantes

* ativos de reconhecida atividade antimicrobiana/antifouling

2.5 Ensaios de imersao

Para os ensaios de imerséo in situ, placas de ago (1mm x 100mm x 200mm) foram
previamente tratadas, limpas com detergente e alcool 96 % para remocéo de sujidades da
superficie. Em seguida, foi aplicada uma deméao de cada matriz formulada sobre toda area
superficial das placas utilizando um pincel universal de uma polegada. As placas foram
numeradas e furadas (abertura de 3 mm de didmetro) para auxiliar na fixagdo ao suporte
de trilho. Posteriormente, as placas de ago contendo as matrizes foram imersas em agua
do mar em uma area com alta ocorréncia de organismos incrustantes no Porto do Recife
S.A., Recife/PE. As placas foram verificadas quanto a agdo anti-incrustante ap6s 7 dias e
depois em 25 dias de imerséo, respectivamente. As imagens fotograficas obtidas durante
as amostragens das placas nos periodos especificados passaram por analise da superficie
com a ajuda do software editor de imagem ImagedJ. As misturas das formulagcbes que
apresentaram a melhor resposta no ensaio de imerséo foram utilizadas na continuidade
dos testes. Houve também variacdo da concentragdo dos ativos a fim de obter um melhor
perfil do efeito anti-incrustante.

2.6 Avaliacao das propriedades dos anti-incrustantes formulados - Ensaio de
teor de sélidos por massa, analise do aspecto visual e secagem ao toque livre
de pegajosidade

Uma vez que a formulacdo ndo vem a ser de fato uma tinta, adaptacdes dos
protocolos das normas foram realizados. O teor de sélidos das formulagdes foi verificado
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de acordo com a metodologia adaptada da norma Petrobras N 1367 (2008) e expresso em
porcentagem por massa. O teste foi realizado em triplicata. Em relagé@o aos outros testes,
a analise do aspecto visual foi baseada na norma Petrobras N 2630 (2011) e o ensaio de
secagem ao toque livre de pegajosidade, adaptado da norma ASTM D 1640 (2014).

2.7 Ensaio de toxidade

As misturas das formulag¢des mais promissoras foram avaliadas quanto a toxicidade
utilizando-se larvas do microcrustaceo Artemia salina como indicador de toxicidade,
adaptado de MEYER et al., (1982). As larvas foram expostas aos anti-incrustantes nas
concentragOes testadas durante 24 horas e depois observadas quanto a mortalidade. O
teste foi realizado em triplicata.

2.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

O surfactante natural mais promissor selecionado nos testes acima foi redissolvido
em cloroférmio deuterado (CDCI3) e os respectivos espectros de 1H RMN e de 13C RMN
foram registrados a 25 °C utilizando um espectrdmetro da Agilent 300Mz operando a 300,13
MHz. Os desvios quimicos (&) foram dados na escala ppm em relagcéo ao tetrametilsilano
(TMS).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio antimicrobiano

AFigura 1 mostra os resultados para os testes de inibicdo do crescimento microbiano.
Verificou-se que todos os surfactantes naturais testados promoveram algum tipo de inibicéo
do crescimento microbiano, destacando-se o laurato de glicerila e o sal de s6dio do acido
oleico hidroxilado, os quais apresentaram os maiores halos de inibicéo (Tabela 2).

Figura 1 — Resultados visuais da inibicdo microbiana pelos surfactantes naturais. (A) Oleato
de glicerila. (B) Acido oleico hidroxilado. (C) laurato de glicerila. (D) sal de sédio do acido
oleico hidroxilado. (E) Oleato de glicerila hidroxilado. (F) Penta-Acetato de Glicose (Controle
Negativo).

O penta-acetato de glicose (utilizado como controle negativo) ndo inibiu o crescimento
bacteriano.
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Surfactantes naturais derivados do éleo de soja Diametro do halo de inibicdao (cm)

Oleato de glicerila 2,86

Acido oleico hidroxilado 2,88

Laurato de glicerila 3,38

Sal de sodio do &cido oleico hidroxilado 4,84
Oleato de glicerila hidroxilado 2,11
Penta-Acetato de glicose (Controle negativo) 0,20

Tabela 2 — Resultados da inibicdo microbiana e halos produzidos surfactantes naturais obtidos
pela modificagcdo quimica do 6leo de soja

Abactéria Gram-negativa P. aeruginosa apresenta a capacidade de formar biofilmes
resistentes (JAGANI; CHELIKANI; KIM, 2009). Biofilmes sé&o as primeiras formas de vida
desenvolvidas na sucessao ecoldgica que precede o processo de incrustagdo causador
da macroincrustacédo (DOGHRI et al., 2011). Além disso, micro-organismos que crescem
em um biofilme sdo muito mais resistentes aos agentes inibidores do que as células
planctonicas, requerendo 1000 vezes mais inibidores para matar células de biofilmes do
que células plancténicas (JAGANI; CHELIKANI; KIM, 2009). Deste modo, os resultados
obtidos indicaram um grande potencial dos surfactantes naturais como inibidores do

crescimento de biofilmes e consequente formagéo do biofouling.

3.2 Ensaio de imersao

Na Figura 2 (Figuras 2A — 2B), estdo apresentados os resultados obtidos nos testes
em campo, apoés 7 dias (A) e 25 dias (B) das placas imersas no Porto do Recife. O retardo
da incrustacgéo foi evidenciado pela diferenca na cobertura das placas, conforme mostrado

na Figura 2.

Figura 2 — Placas apés 7 dias (A) e 25 dias (B) imersas no Porto do Recife. 1: Matriz sem
ativos; 2: Matriz + surfactante oligdmero do glicerol; 3: Matriz + laurato de glicerila; 4: Matriz +
acido oleico hidroxilado; 5: Matriz + glicolipidio; 6: Resina natural(breu); 7: Matriz + lecitina; 8:
Matriz + &cido oleico hidroxilado de sodio; 9: Matriz + oleato hidroxilado de glicerila; 10: Sem

revestimento/tratamento.
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Nessa etapa, obteve-se também a analise do aspecto visual e ensaio de secagem
ao toque livre de pegajosidade. Observou-se que as superficies das placas 1, 3 e 4
apresentaram-se lisas apds suas secagens sem exibir problemas de TAC (aderéncia
ao toque). Ja as placas 2, 7 e 8 ficaram pouco lisas, com grande aderéncia ao toque e
relativamente maleaveis. Por outro lado, as placas 5 e 9 ficaram bem rugosas, mas nao
apresentaram TAC. A placa 6 exibiu uma pequena aderéncia ao toque (TAC). Para aimersao
no ambiente, também foi incluida mais uma placa néao revestida e sem nenhum tratamento
(placa 10), para servir de pardmetro base para comparagdo com as placas contendo as
matrizes. De modo geral, observou-se que as placas 1,3 e 4 (matriz; matriz + laurato de
glicerila; matriz + acido oleico hidroxilado, respectivamente), as quais exibiram alta lisura e
auséncia de TAC, apresentaram os melhores resultados de inibicdao do biofouling. A placa 7
(matriz + lecitina), embora exibindo TAC acentuado, também promoveu relativa inibigdo da
bioincrustacé@o. As demais placas, devido ao acentuado TAC e/ou rugosidade da superficie,
ndo apresentaram resultados antifouling satisfatorios. Na Figura 3 é apresentada a andlise
dos percentuais de area coberta das placas mais representativas dos diferentes resultados
obtidos em campo, calculados pelo software ImageJ ap6s 25 dias. A aferi¢cdo pelo aplicativo
indicou que, em comparagao com a placa da matriz (82,700%) e a placa 10 (98,187%),
completamente cobertas, as placas 3 (62,444%) e 4 (72,336%) apresentaram retardo da
incrustacao.

Figura 3 — Anéalise de area da superficie coberta pelo software ImagedJ das placas apos 25 dias
submergidas no Porto do Recife, Recife — PE. Imagens superiores: andlise estatistica de area
coberta das placas correspondentes placas. Imagens inferiores: fotos reais.
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Para evitar o biofouling, duas abordagens podem ser empregadas: () evitar o
desenvolvimento das fases iniciais da bioincrustacdo empregando bioativos em forma néao
letal para o meio ambiente, e (1) formular e aplicar revestimentos anti-incrustantes inibidores
da fixagao larval, tornando a superficie nédo adequada para o desenvolvimento do biofouling
(BRESSY et al., 2014; JERABEK et al., 2016). Neste trabalho, as duas estratégias foram
simultaneamente aplicadas, e como resultado, a Matriz + laurato de glicerila (placa 3) e a
Matriz + acido oleico hidroxilado (placa 4) apresentaram os melhores potenciais de inibicao
do desenvolvimento do biofouling. Acevedo et al., (2013) também avaliaram uma matriz
natural, adicionada, todavia, de extratos de animais marinhos (esponja e pepino-do-mar)
durante 90 dias de imersdo, obtendo atividade antifouling. Uma das grandes vantagens
dos resultados apresentados no presente relatério € a possibilidade de obtencéo de ativos
naturais obtidos de fontes alternativas com atividade antimicrobiana e antifouling, sem ter
que extrair diretamente de organismos marinhos, evitando, assim, a degradacéo da fauna

e flora marinhas.

3.3 Ensaio de teor de sélidos por massa

Na Figura 4, s@o apresentados os resultados do teor de sélidos por massa das
misturas formuladas mais promissoras. Observou-se que independente da concentracdo
de ativos utilizada, ndo houve interferéncia na massa das matrizes apdés remocao do

solvente por evaporacgao em estufa.

Amostras (Tratamentos)

M atriz + Acido oleico hidroxilado 7,5%
Matriz + Acido oleico hidroxiado 5%
M atriz + Acido oleico hidroxilado 2,5%
Matriz + Laurato de Glicerila 7,5%

M atrz + Laurato de Glicerila 5%
Matriz + Laurato de Glicerila 2,5%

Matriz

T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Teorde solidos em massa (%)

Figura 4 - Resultado das médias do teor de solidos em massa de cada mistura em suas
respectivas concentracoes.
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3.4 Ensaio de toxidade

Na Figura 5, tém-se os resultados, em porcentagem, da mortalidade das larvas de
Artemia salina. Os dados demostraram que a matriz, o Acido oleico hidroxilado + matriz, e
o laurato de glicerila a 2,5% + matriz ndo causaram toxidade a esse microcrustaceo. Nestes
casos, o controle letal (CL) ficou abaixo do valor de 50% de mortalidade, considerado
como padrdo. Entretanto, as misturas contendo laurato de glicerila em concentracdes de
5% e 7,5% apresentaram valores de mortalidade acima de 85%. Na Tabela 3, a andlise
estatistica dos resultados indicou que hé diferenca entre a toxicidade, contudo para alguns
grupos nao houve diferenca desse efeito. A escolha deste organismo se deu pelo fato deste
pertencer ao grupo dos crustaceos, 0 mesmo grupo pertencente das cracas (incrustantes
mais recorrentes do ambiente marinho). Os resultados obtidos (Figura 5; Tabela 3)
demostraram que a Matriz contendo laurato de glicerila em concentracdo = 5 % apresentou
alta toxicidade para as larvas de Artemia salina, despertando interesse para avaliagdo no
processo inibicdo das larvas de cracas.

Amostras (Tratamentos)

Matriz + Addo oleico hidroxado 7 5%

Matriz + Acido oleico hidraxilado 5%

Matriz + Aado oleico hidroxiado 2.5%

Matriz + Laurato de Glicerila 7 5%

Matnz + Laurato de Glicenla 5%

Matriz + Laurato de Glicerila 2 5%

Matnz

0 10 20 30 40 5 60 70 8 9% 100
Taxa de mortalidade (%)

Figura 5 — Média percentual da mortalidade de Artemia salina de acordo com cada mistura em
suas respectivas concentragoes.
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Mistura Aditivos (%) Teor de toxicidade (%)

Matriz 0 7°
Matriz + Laurato de Glicerila 2,5 10°
Matriz + Laurato de Glicerila 5,0 902
Matriz + Laurato de Glicerila 7,5 1002
Matriz + Acido oleico hidroxilado 2,5 3°
Matriz + Acido oleico hidroxilado 5,0 13°
Matriz + Acido oleico hidroxilado 7,5 10°

Tabela 3 — Resultados da analise estatistica do teste de toxicidade sobre a Artemia salina.

Nota: Os valores do teor de toxicidade seguidos pela mesma letra, ndo apresentam diferenca
significativa, de acordo com o teste de Tukey, a 5% de significancia.

3.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A Figura 6 ilustra os espectros de TH RMN de e 13C RMN do laurato de glicerila,
que foi o surfactante ativo que apresentou o maior grau de inibicdo da bioincrustacéo. Os
sinais entre & 0,5 e 2,5 ppm sugerem a presenca de hidrogénio ligado ao grupo alifatico e
aquele entre d 3,5 e 4,5 ppm indica a presenca de hidrogénio ligado aos grupos hidroxila
(Figura 9A). Ja os picos mostrados entre 60 e 80 ppm (Figura 9B) sé&o de carbono ligado
aos grupos hidroxila. A Figura 9C ilustra a estrutura quimica sugerida para o laurato de
glicerila (dodecanoato de 2,3-dihidroxi-propanoila), baseado nos resultados do RMN.

0

o T /\/\/\/\/\)LO/Y\OH
OH

-CH,

[}
i
-O0H -HC-C-  -CH-CH
-OH

Figura 6 — Espectros do 1TH RMN (A) e 13C RMN (B) do laurato de glicerila. (C) estrutura
quimica sugerida para o laurato de glicerila (dodecanoato de 2,3-dihidroxi-propanoila).

As atividades antimicrobianas e, portanto, anti-incrustantes apresentadas pelos
surfactantes naturais avaliados no presente estudo, sdo devidas, principalmente, as
interacdes superficiais com a membrana plasméatica das células dos micro-organismos
formadores de biofilmes e das larvas dos organismos incrustantes. Para que tais interagdes
ocorram, € necessario que a molécula exiba caracteristicas anfipaticas e tensoativas, como
as obtidas no presente estudo, com destaque para o laurato de glicerila (SCHLIEVERT et
al., 1992; FUSETANI, 2011).
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41 CONCLUSAO

As composicdes: Matriz, Matriz + laurato e Matriz + 4cido hidroxilado apresentaram
atividade anti-incrustante promissora sobre diferentes grupos de bioincrustantes durante o
periodo testado. Nao foi possivel afirmar com clareza quais grupos de incrustantes foram
0s mais inibidos, no entanto, a matriz ja foi capaz de inibir a presenca de incrustantes do
grupo dos macrofouling, apresentando, a olho nu, incrustagdo apenas por macroalgas.
Os ativos mais sollveis em agua, de um modo geral, foram menos eficientes no teste in
situ. O teor de solidos por massa nao apresentou diferenca estatistica significativa entre
as misturas das formulacdes, mesmo em diferentes concentragdes dos ativos. Ajustes nas
propor¢des dos componentes das formulagdes, bem como a interagdo da matriz com os
ativos promoveram um maior aumento do potencial anti-incrustante. Conclui-se ainda que é
possivel obter surfactantes naturais com atividade antifouling a partir de fontes renovaveis
(6leo de soja residual), os quais podem ser produzidos industrialmente em grande escala,
evitando assim, a utilizagdo convencional de organismos marinhos, que necessitam de

criacéo em cativeiro, sendo um processo lento e pouco produtivo.
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