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1 INTRODUCAO

Os métodos de extracdo de lipidios sdo processos puramente fisicos, onde ocorre a
passagem dos constituintes soltveis (lipidios) de uma matriz inerte para o solvente que se
encontra em contato com a mesma, sendo estes lipidios facilmente recuperados
posteriormente, sem a necessidade de empregar quaisquer reacdes quimicas. Porém na prética
é impossivel empregar um Gnico solvente para a extracdo de lipidios devido ao fato dos
mesmos apresentarem uma extensa faixa de relativa hidrofobicidade (BRUM et al., 2009).
Esta operacdo de transferéncia de massas, que ocorrem nestas técnicas de extracdo, tem a sua
natureza precisa determinada por ambos 0s componentes do processo, a natureza dos solutos e
as polaridades dos solventes (RANJAN; PATIL; MOHOLKAR, 2010).

O processo de extracdo de lipidios de células microalgais difere das culturas alimentares
tradicionais na medida em que as paredes celulares das células de microalgas devem ser
rompidas para liberar os compostos lipidicos, antes da extracdo propriamente dita. No entanto,
a estrutura robusta da parede celular das microalgas limita a taxa de ruptura celular quando se
utilizam métodos mecanicos normais, inibindo a dissolucdo dos lipidios e, consequentemente
dificultando a extracéo lipidica (YU-AN et al., 2014).

Desta forma, a ruptura da parede celular das microalgas passa a representar a etapa
chave para a extracdo e a recuperacédo de lipidios. A selecdo dos solventes apropriados torna-
se fundamental para o processo de extracdo, uma vez que compromete a estrutura desta
parede celular assegurando a sua ruptura e, por conseguinte, a extracio de lipidios (ARAUJO
etal., 2013).

Existe uma ampla gama de métodos de extracdo de lipidios e a escolha de cada
método é baseada em eficiéncia, precisdo, rentabilidade, facilidade de realizacdo, alta
capacidade de producdo, robustez e, o mais importante, precisdo e reprodutibilidade
(VISWANATH et al., 2010). Porém, os procedimentos convencionais cléssicos de extracdo
de lipidios de microalgas tém grandes limitacdes devido ao processo demorado e intensiva
méao-de-obra, dificultando o processamento de um grande nimero de amostras (RAWAT et
al, 2013).

O emprego da tecnologia de micro-ondas apresenta como grande vantagem a
capacidade de reduzir drasticamente o volume de solventes a ser utilizado, o que
consequentemente acarreta em uma reducdo da geracdo de residuos, tornando este sistema
uma opcdo, para promover a ruptura celular, nos processos de extracdo de compostos
organicos (TSUKUI; REZENDE et al.,2014).



Avancos significativos foram feitos para aumentar a geracdo de biomassa celular para
fins de rendimentos lipidicos. No entanto, como parte do processo a jusante, a extracdo de
lipidios continua a ser um desafio significativo para a producdo comercial de 6leos a base de
microalgas (LI et al.,2014).

O presente estudo justifica-se porque pretende desenvolver um método que utiliza a
irradiacdo por micro-ondas como uma forma de facilitar a ruptura da parede celular das
microalgas presentes na biomassa com maior eficiéncia na extracéo de lipidios que o método
utilizado como comparativo Bligh e Dyer (1959), envolvendo um tempo de processamento,

méao-de-obra e gastos com solventes muito menores.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar métodos de ultrassom e micro-ondas, na ruptura celular, e posterior extracdo

de lipidios a partir da biomassa de um perifiton.
2.2 Objetivos especificos

v Realizar um planejamento fatorial 2° com intuito de desenvolver um método de
ruptura celular, com irradiacdo por micro-ondas, para extracao de lipidios, variando a
proporcéo de cloroférmio/metanol (1/2 e 2/1), quantidade de biomassa empregada no

processo (300 mg e 500 mg) e o tempo de extracdo (5 e 15 minutos).

v Verificar o perfil lipidico e estimar o percentual de cada um dos acidos graxos
presentes nas amostras de lipidios extraidas da biomassa do perifiton em questdo, de
ambos os métodos de ruptura celular, por Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MYS);

v" Comparar o rendimento dos lipidios extraidos entre 0 método de ruptura celular com
ultrassom (Bligh e Dyer adaptado) e o método desenvolvido com irradiacdo por

micro-ondas;



3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Microalgas

As microalgas estdo presentes principalmente nos ambientes aquaticos, em
reservatorios de agua potavel, lagoas de estabilizacdo de residuos, pesqueiros, represas, lagos
e rios, sendo este grupo de microrganismos denominados de fitoplancton e classificados como
produtores primarios de energia, representando a base da cadeia alimentar em ecossistemas
aquaticos. Além disso, destacam-se como microrganismos que apresentam uma elevada
eficacia na captura e incorporacdo do CO, atmosférico, pois possuem uma alta eficiéncia
fotossintética, além de uma taxa de proliferacdo rapida, ampla adaptabilidade de tolerancia a
ambientes extremos e excelente desenvolvimento em cultivos intensivos (ANDRADE;
FILHO, 2014).

Sdo componentes de um grupo muito variado de organismos e seus lipidios refletem
essa diversidade, apresentando teores de lipidios totais que variam de acordo com a espécie,
0s niveis de nutrientes, o tipo de cultivo utilizado na producdo da biomassa e as condicbes
experimentais nas quais foram avaliadas (CHISTI, 2007; KHAN et al., 2009; MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010).

Por estas razdes, é aconselhavel desenvolver estratégias de cultivo em duas fases, nas
quais as microalgas sdo mantidas em condi¢Bes 6timas de crescimento para gerar alta
produtividade de biomassa e, em seguida estressadas para aumentar o contetdo de produtos
de alto valor agregado como, por exemplo, o contetdo de lipidios (DE FRANCISCI et al.,
2017).

De acordo com Tan e Lee (2016), a taxa de crescimento rapido também fornece uma
vantagem competitiva em relacdo as espécies de algas contaminantes em culturas ao ar livre e
requer menos espaco de cultura devido a uma maior densidade celular por area. Desta forma,
a producdo econdmica de lipidios para uso comercial, idealmente, ira requerer microalgas que
acumulam constitutivamente grandes quantidades de lipidios, independentemente das
condigdes ambientais que impedem o crescimento.

Determinadas abordagens foram sugeridas para 0 uso da biomassa microalgal para a
liqguefacdo hidrotermal, bem como para a extracdo de compostos valiosos, 0 que poderia
ampliar as oportunidades de mercado de produtos de microalgas e abrir novas possibilidades
de acoplamento de producao de algas para biocombustiveis (BARREIRO et al., 2014).



3.2 Conteudo lipidico das microalgas

Os lipidios de algas podem ser divididos, com base em suas caracteristicas fisico-
quimicas, em dois tipos principais: lipidios polares, como fosfolipidios e glicolipidios, e
lipidios neutros/ndo polares, como mono, di e tri-acilglicerideos e carotenoides
(GREENWELL et al, 2010; SCHUHMANN; LIM; SCHENK, 2012). Os mesmos sao
constituidos principalmente por acidos graxos insaturados (52-65%) tais como 4cido
palmitoleico (16:1), acido oleico (18:1), acido linoleico (18:2), e linolénico (18:3) e &cidos
graxos saturados (18-42%) com maior porcentagem de acido palmitico (16:0) e menor
conteddo de acido estearico (18:0) (GOUVEIA et al., 2009; KHAN et al., 2009; HALIM,;
DANQUAH; WEBLEY, 2012). A Tabela 1 apresenta os principais acidos graxos encontrados
em diferentes espécies de microalgas.

Tabela 1: Principais acidos graxos encontrados em diferentes espécies de microalgas:

Microalgas Principais acidos graxos Referéncias

Acido palmitico (C16:0), &cido estearico
(C18:0), &cido oleico (C18:1), &cido
linoleico (C18:2) e acido alfa-linolénico
(C18:3n3)

Chlorella protothecoides Ren et al. (2017)

Acido linolénico (C18:3), 4cido
hexadecatetraenoico (C16:4), acido
Scenedesmus sp. linoleico (C18:2), acido oleico (C18:1) e Lorenzen et al. (2017)
cido palmitico (C16:0)

Acido palmitico (C16:0), &cido linoleico
(C18: 2), &cido alfa-linolénico (C18:
3n3), &cido esteérico (C18: 0) e acido

oleico (C18: 1)

Heterochlorella luteoviridis Jaeschke et al. (2017)

Acido palmitico (C16:0), acido
palmitoleico (C16:1) e acido

Nannochloropsis sp. eicosapentaendico (C20:5)

Wu et al. (2017)

Acido palmitico (C16:0), &cido
palmitoleico (C16:1), &cido oleico
(18:1), &cido linoleico (C18:2), &cido
araquidonico (C20:4) e acido
eicosapentaendico (C20:5)

Nannochloropsis salina Lee et al. (2014)

Acido palmitico (C16:0) e 4cido

Tetraselmis sp. estearico (C18:0)

Teo e Idris (2014)

Acido palmitico (C16:0), acido
palmitoleico (16:1) e acido

Nannochloropsis sp. eicosapentaendico (C20:5)

Olmstead et al. (2013)




Os é&cidos graxos normalmente encontrados nas microalgas variam em comprimento
de cadeia, grau de insaturacdo e posicdo na molécula de glicerol. Consequentemente, a
prépria fracdo de triglicerideos consiste em uma mistura complexa de diferentes tipos de
moléculas (RIOS et al., 2013).

Estes, por sua vez, acumulam-se principalmente no citoplasma sob a forma de corpos
lipidicos, os quais funcionam ndo apenas como armazenamento de reserva de energia, mas
também como fonte de acidos graxos de cadeia longa para o aparelho fotossintético e
membranas celulares, bem como para o armazenamento de carotenoides lipofilicos que
servem como protetores eficientes contra o foto-dano causado por condigcdes de alta
intensidade de luz (VITOVA et al., 2015).

As rotas de sintese dos acidos graxos e triglicerideos nestes microrganismos
compreendem as etapas de formacdo da acetil coenzima A (acetil-CoA), reacdo essa que
ocorre no citoplasma, seguido do alongamento e insaturacdo da cadeia de carbono dos
mesmos, 0s quais sdo dependentes, sobretudo dos sistemas enzimaticos acetil-CoA
carboxilase e &cido graxo sintase, sendo o L-a-fosfoglicerol e a acetil-CoA os dois maiores
precursores na biossintese de triglicerideos (HU et al. 2008).

As células das microalgas tendem a produzir lipidios em maior quantidade quando as
mesmas sdo submetidas a condicGes de cultivo sob estresse, isto é, em condicGes de escassez
de nitrogénio, que revertem 0 metabolismo de carboidratos e proteinas para lipidios
(SURENDHIRAN et al., 2015).

3.2.1 Fatores que afetam a producéo de lipidios nas microalgas

O estresse por nitrogénio geralmente apresenta efeitos desproporcionais sobre o
crescimento e o teor de lipidios, com uma grande diferenca entre as microalgas neste sentido,
sendo necessario um intervalo amplo entre as espécies no que diz respeito a taxa de
fornecimento de nitrogénio para a cultura. Sendo 0 mesmo realizado, com intuito de produzir
uma biomassa com um alto teor de lipidios, a partir de organismos que combinam a
capacidade de acumular lipidios em resposta ao estresse minimo de azoto em concomitancia
com o seu crescimento. Desse modo, o cultivo em batelada se mostra mais eficaz do que o0s
sistemas de cultivo semicontinuos com relagdo a otimizagdo do crescimento e as
compensacdes do contetdo lipidico, mesmo para espécies que requerem um menor estresse de
azoto (ADAMS et al., 2013).



Da mesma forma, a composicao bioquimica pode variar consideravelmente em funcao
da concentracdo de didxido de carbono no meio ou até mesmo devido a espécie de microalga
empregada como, por exemplo, em processos de mitigacdo de didxido de carbono em
fotobiorreatores, onde determinadas espécies (Chlorella sp., Scenedesmus sp. e Spirulina
platensis) produzem mais proteinas ou lipidios, em condi¢Ges de cultivo igualitarias com
relacdo aos niveis de CO, (SINGH et al., 2016). Neste contexto, concentracdes elevadas de
diéxido de carbono também podem influenciar de forma diferente nos perfis de crescimento
das microalgas sendo este fator associado as caracteristicas de toleréncia e adaptabilidade de
cada espécie durante o processo de cultivo (KASSIM; MENG, 2017).

A desinfecgdo por radiacdo ultravioleta (UV), previamente ao cultivo e extracdo de
lipidios, apresenta-se como uma alternativa para aumentar a produtividade da biomassa e do
conteddo lipidico. Esse tipo de pré-tratamento, em algas cultivadas em consércio com outros
microrganismos, ndo altera o perfil dos acidos graxos, presentes nos lipidios extraidos. Além
disso, o0 estresse imposto pela desinfecdo por UV pode vir a contribuir para o aumento dos
niveis lipidicos, que sdo metabdlitos de estresse, e para a producdo de uma biomassa mais
limpa, facilitando posteriormente o processo de extracdo das substdncias de interesse
(ASSEMANY et al., 2015).

Sakarika e Kornaros (2016) investigaram os efeitos do pH do meio de cultivo com
relagdo ao crescimento e a cinética de acumulacdo de lipidios da microalga Chlorella
vulgaris. Sendo que a maior produtividade lipidica foi observada em pH de 7,5, tendo este
microrganismo crescido em uma faixa de pH de 5 a 8. Porém, ndo houve relacdo entre a
composicdo de acidos graxos e o pH do meio.

Da mesma forma, Talebi et al. (2015) buscaram modular a via bioquimica de sintese de
lipidios na microalga Dunaliella sp. com a inclusédo de inositol as culturas, molécula que atua
como fator de crescimento em animais e microrganismos. A adicdo de tal substancia
melhorou a acumulacgdo de lipidios em até 50%, demonstrando a importancia dos estudos de
modulacdo bioguimica, na esperanca de encontrar estratégias mais eficientes e
economicamente viaveis para a elaboracdo de sistemas de producdo de biodiesel, a partir de
lipidios de microalgas.

Segundo Wedre et al. (2014), a aplicacdo de estirpes oleaginosas de fungos e algas em
aguas residuais pode melhorar substancialmente o rendimento lipidico total, a0 mesmo que a
composicdo de acidos graxos pode ser adaptada e otimizada através da co-cultura de

diferentes algas e fungos sem a necessidade de modificacdo genética.



Outras abordagens para a indugdo da acumulacéo lipidica incluem temperatura, estresse
de salinidade e metélico. Na prética, as estratégias de inducdo de lipidios também podem ser
combinadas em um esfor¢o para alcancar a otimizacéo da producdo dos mesmos (ZHU; LI,
HILTUNEN, 2016).

3.3 Consorcios microbianos envolvendo microalgas

Em sistemas de coexisténcia de microalgas e bactérias em aguas residuais é possivel
observar a contribuicdo individual de cada uma na remocéo de nutrientes, onde a microalgas
desempenham um papel dominante na retirada de nitrogénio e fésforo, enquanto as bactérias
removem a maior parte da matéria organica (HE et al., 2013).

Cho et al. (2015) avaliaram a concepcdo ecoldgica de um consércio microalgal-
bacteriano com relacdo ao aumento acumulativo da produtividade de biomassa e lipidios
através da infestagdo seletiva da ficosfera de algas com bactérias promotoras do crescimento,
obtendo sucesso em comprovar tal influéncia.

Segundo Mufoz et al. (2006) a biomassa de consércios microbianos contendo
microalgas e bactérias apresenta um bom desempenho na captacdo de cobre de aguas
residuais, devido a alta capacidade de biossor¢cdo das microalgas, indicando que as mesmas
também podem ser aproveitadas para a remocdo de metais pesados deste tipo de efluente.

Além disso, as biomassas provenientes de consércios de microalgas de linhagens
filamentosas e unicelulares cultivadas com aguas residuais também se apresentam como uma
promessa para 0 desenvolvimento de um potencial biofertilizante sustentavel e de baixo custo
(RENUKA et al., 2016).

Zhao et al. (2014) investigaram a viabilidade da utilizacdo de consércios de bactérias e
microalgas para o tratamento de lixiviados de aterro, tendo como resultados uma eficiéncia de
95% na remocdo do nitrogénio amoniacal e uma taxa maxima de fixacdo de carbono e

produtividade de lipidica em proporc¢des de 10% de lixiviados para 90% de aguas residuais.

3.4 Sistema Algal Turf Scrubber

O Algal Turf Scrubber (ATS) é um ecossistema controlado para o tratamento de dguas
residuais através do escoamento de efluentes sobre uma superficie inclinada que é coberta por
um biofilme de perifiton (LIU et al.,, 2016). Este sistema representa uma tecnologia
especialmente promissora que pode integrar com sucesso a fitorremediacdo com a geracao de
biomassa para propdésitos de biocombustiveis (ADEY et al., 2011). Além disso, a biomassa

derivada do ATS é facil de separar da &gua tratada, sem aplicar processos de desidratagcdo



caros e que consomem energia, como a centrifugacdo ou a filtragem sob pressdo (LIU et al.,
2016). A Figura 1 demonstra o Sistema Algal Turf Scrubber, localizado as margens do Lago
Dourado.

Figura 1 — Sistema Algal Turf Scrubber.

O ATS é projetado para promover o tratamento biol6gico de aguas residuais usando
algas bentbnicas, conduzindo a sua fotossintese para niveis elevados e colhendo
periodicamente a biomassa para remover 0s nutrientes assimilados e estimular a producéo
adicional (ADEY et al. 2013; SANDEFUR et al., 2011). A Figura 2 demonstra a visao geral
do Lago Dourado, localizado no municipio de Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, a uma
altitude de 4 mil metros e a localizacdo geografica do mesmo com suas respectivas latitude e

longitude.



Figura 2 — Visdo geral do Lago Dourado e localizagdo geogréfica.

Fonte: Google Earth.

Em contraste com as monoculturas de microalgas plancténicas, a comunidade do
sistema ATS consiste em uma policultura natural de muitas espécies de algas nativas,
resultando em robustez e resiliéncia avancadas as flutuacbes ambientais e invasdes
parasitarias (LI1U et al., 2016).

3.5 Biorremediacéo

O cultivo de microalgas pode ser considerado uma ferramenta promissora para a
recuperacdo parcial de nutrientes de aguas residuais. Sendo que neste contexto a recuperagdo
de nutrientes se traduz na producdo de biomassa valiosa que poderia tornar o processo
rentavel (DE FRANCISCI et al., 2017).

O uso de processos de tratamento quimico e fisico para eliminar os nutrientes nas aguas

residuais pode ser eficiente, no entanto, eles sdo caros e consomem uma quantidade



significativa de energia (DRIRA et al., 2016). Como opcdo para este tipo de processo de
tratamento de aguas terciérias temos 0s sistemas baseados em algas, 0s quais S&0 menos caros
e ecologicamente benéficos (VANDAMME et al., 2012).

A relacdo entre a composicdo intracelular de nitrogénio e fosfato das microalgas e a
capacidade de biorremediacdo de aguas residuais € evidente e pode ser considerada durante a
selecdo das espécies mais adequadas para este fim, da mesma forma que a concentragdo da
biomassa produzida durante este processo também pode vir a variar de acordo com as
caracteristicas dos efluentes (WHITTON et al., 2016).

No entanto, no tratamento pratico dos efluentes, as composi¢cGes quimicas de
diferentes fontes de aguas residuais variam muito (ABDEL-RAOUF et al., 2012). Por
exemplo, as aguas residuais produzidas a partir de fazendas de animais sdo geralmente ricas
em amonio e nitrogénio organico, enquanto as aguas residuais municipais tém menos
nitrogénio e fosforo, porém mais metais pesados que as aguas residuais agricolas (CAl et al.,
2013).

Hultberg et al. (2016) observaram o elevado potencial das microalgas Scenedesmus sp. e
Chlorella sp. na reducdo das concentracdes de fosforo e ortofosfato presentes em aguas
residuais municipais, e em até 90% as fracdes de amonio e nitrogénio total apds 3 dias do
cultivo das mesmas neste tipo de efluente.

Mahapatra, Chanakya e Ramachandra (2014) demostraram o0 potencial de
biorremediacdo de um consorcio de algas no tratamento de dguas residuais. De acordo com 0s
autores deste estudo a biorremediacdo através de consorcios de algas atende a multiplos
objetivos de desenvolvimento sustentavel que ajudariam no tratamento de efluentes liquidos
de lagos e lagoas alimentadas com esgoto, permitindo a descentralizacdo do tratamento de

aguas municipais com posterior geracao de energia através da biomassa produzida.

3.6 Métodos de ruptura celular e extracdo de lipidios

O principio de extracdo de lipidios de microalgas por solventes apolares organicos esta
embasado no conceito da quimica basica de polaridade: “semelhante dissolve semelhante”.
Quando a microalga é exposta a um solvente organico neutro, como hexano ou cloroférmio, o
solvente penetra através da parede celular no citoplasma e interage com os lipidios neutros
através de forcas de van der Walls para formar um complexo solvente-lipidio. Esse complexo
organico solvente-lipidio é conduzido por um gradiente de concentracdo disperso através da

parede celular e de um filme orgéanico que envolve a célula. Consequentemente, os lipidios



neutros sdo extraidos para fora da célula, permanecendo dissolvidos no solvente orgéanico
apolar (ANDRADE; FILHO, 2014).

Ren et al. (2017) obtiveram éxito em promover um incremento da ruptura do material
celular da microalga Chlorella protothecoides, e consequentemente o aumento da liberacédo de
lipidios intracelulares, ao adicionar uma etapa de tratamento com agua entre a primeira e
segunda etapa de extracdo com solventes, de quatros métodos classicos de extragdo de
lipidios, sem alterar a composi¢do dos acidos graxos extraidos. Segundo os autores deste
estudo ao ressuspender as células com agua entre as etapas citadas acima ocorreria um
aumento da polaridade da mistura de solventes nas extremidades das células, aumentando
assim a eficacia da segunda fase de extracdo em todos os métodos avaliados.

Huang e Kim (2016) desenvolveram uma abordagem simples, eficiente e rapida para
colheita e ruptura simultaneas de células de microalgas através do tratamento das mesmas
com nanoparticulas de éxido de niquel, atingindo uma eficiéncia na colheita de 98,75% ap0s
1 minuto da adicdo das nanoparticulas a pH 7 e uma elevada eficiéncia na extracdo dos
lipidios depois de 96 horas de contato da biomassa com as nanoparticulas de NiO,
demonstrando o potencial deste tipo de material para extracdo de lipidios de microalgas sem a
necessidade do emprego de solventes organicos.

Kim et al. (2015) também conseguiram desenvolver um processo simultaneo de
colheita e extracdo de lipidios por meio do emprego de ions de ferro, na forma de FeCls e
Fe,(SO4)s, que agiram ao mesmo tempo como coagulantes da biomassa e reagentes de ruptura
celular com base na reacédo do tipo Fenton.

Segundo Araujo et al. (2013) a etapa chave na extracdo e recuperacdo de lipidios de
microalgas é a ruptura celular, de tal forma que a selecdo dos solventes apropriados €
fundamental para o processo de extracdo, uma vez que compromete a estrutura da parede
celular assegurando a sua ruptura e, por conseguinte, a extracdo de lipidios. Sendo que
dependendo do pré-tratamento aplicado na concentracdo de células da biomassa de
microalgas, esta pode ser submetida a extracdo de lipidio na forma concentrada imida ou em
p6 seco (ANDRADE; FILHO, 2014).

Lee et al. (2014) demostraram que o tratamento com acido hidrotérmico,
especialmente quando se tira 0 maximo proveito dos tragos distintos do &cido nitrico, pode ser
uma opgéo plausivel para extragdo de lipidios da biomassa oleaginosa. O acido nitrico se
mostrou um potente catalisador que permitiu a extragdo efetiva de lipidios da
Nannochloropsis salina ao mesmo tempo em que controlou as propriedades dos lipidios

extraidos.



Lorenzen et al. (2017) otimizaram um processo de extracao de lipidios de microalgas
por dioxido de carbono supercritico. Tais fracdes lipidicas geradas das microalgas por este
procedimento cumpriam todas as qualificacbes para serem empregadas como matéria-prima
para formulacGes de produtos finais, particularmente em aplicaces como biolubrificantes e
nutracéuticos. Da mesma forma que a insercdo de etapas de tratamento com radiagdo por
micro-ondas foi capaz de ampliar a capacidade de extracdo de lipidios de microalgas de
diferentes métodos de extracdo avaliados (TEO; IDRIS, 2014).

Paudel et al. (2015) avaliaram uma outra alternativa para extracdo de lipidios de
microalgas através da utilizagdo de metanol com CO, expandido e CO, liquido. De acordo
com os autores este método de extracdo opera a uma temperatura mais baixa e é mais seletivo
para acidos graxos livres e lipidios neutros, além de utilizar menos solvente organico. De
modo semelhante a extracdo de lipidios empregando CO, de baixa polaridade exibe uma
maior seletividade para lipidios neutros.

Olmstead et al. (2013) desenvolveram um método para extracdo de lipidios da
biomassa de microalgas utilizando hexano em baixas propor¢des de solvente e biomassa, a
baixa temperatura (35°C). A utilizacdo de hexano permitiu a recuperacao preferencial dos
lipidios neutros adequados para a producdo de biodiesel e evitou dificuldades associadas a
recuperacdo de solventes polares.

A extracdo de lipidios das células das microalgas baseada na oxidacdo a base de
persulfato também se apresenta como uma op¢éo, podendo o persulfato substituir o peréxido
de hidrogénio por ser suficientemente potente para atingir o efeito desejado e a0 mesmo
tempo incomparavelmente mais barato (SEO et al., 2016).

Wau et al. (2017) observaram o efeito sinérgico de um passo de pré-tratamento alcalino
e subsequente hidrolise enzimatica de um método desenvolvida para promover a ruptura da
parede celular e posteriormente a extracdo lipidica da microalga Nannochloropsis sp., sendo a
protease, a enzima que apresentou um maior efeito hidrolitico dentre as avaliadas.

Outra alternativa para extracdo de lipidios de microalgas é a utilizacdo de radiacdo
ultrassonica, a qual representa um passo importante no desenvolvimento de novas tecnologias
de extragdo sustentavel com tempo e solventes reduzidos (JAESCHKE et al., 2017). O uso de
ultrassom favorece a ruptura celular e aumenta o rendimento de lipidios extraidos tornando
mais eficientes os métodos de extracdo que utilizam solventes organicos como o cloroformio
e 0 metanol (DOS SANTOS et al., 2014). A Tabela 2 apresenta os métodos de extragdo de

lipidios com seus respectivos rendimentos em diferentes espécies de microalgas.



Tabela 2: Métodos de extracdo de lipidios com seus respectivos rendimentos em diferentes

espécies de microalgas.

. Meétodo de extragdo de Condic0es de Rendimento A
Microalgas S . x Referéncias
lipidios disrupcao celular (%)
Acetona + H,O
Cloroférmio/metanol + 72,3
H,O 35,8
cnorella  ClorofermiolmetanoliH,0 Ultrassom 60,3 R(eznoit?;‘"
P +H,0 60,9
Diclorometano + H,O
CO, supercritico (a
Scenedesmus § Hexano 20°C), 100 8,3 Lorenzen et al.
P- (CO,/biomassa) ' (2017)
Heterochlorella 0 Ultrassom Jaeschke et al.
luteoviridis Etanol a 75% (intensidade 100%) 81 (2017)
Pré-tratamento
alcalino (pH 10,5,
110°C, 4 h) seguido
. _ de lise enzimatica Wu et al.
Nannochloropsis sp. (pH 4.0, 50°C 90 (2017)
dosagem 200 1U/g,
30 min)
Nanoparticulas de Huana e Kim
Chlorella vulgaris _ NiO 91,08 (2%16)
Chlorella sp. _ Oxidagao a base de 95 Seo et al.
persulfato (2016)
Botryococcus Megr?é II Ig(;jrlr?%o 23 Paudel et al.
braunii : 2 - 24 (2015)
expandido
92,07 £ 0,47 .
Chlorella sp. B FeFfSCg) 9247 +0.84 ¢ Kggig;"
2V 85.59 + 0.33
Nann:;nlno;opsm _ HNO; hidrotérmico Lee et al.
(2014)
i 0,
Nannochloropsis sp. Isopropanol/Hexano Irradiagdo por 8,47% Teo e Idris
Tetraselmis sp. Metanol/Cloroférmio micro-ondas a 65°C 8,19% (2014)
Nannochloroosis s Hexano Homogeneizacdo de Olmstead et al.
PSIS SP. alta presséo 86 (2013)




3.7 Bligh e Dyer

O método de extracdo desenvolvido por Bligh e Dyer (1959) encontra aceitacdo geral
como procedimento padrdo para recuperacao de lipidios totais, sendo este método dependente
de cloroférmio e metanol, para formar um sistema de solventes monofasicos, com o intuito de
extrair e dissolver os lipidios. Um sistema bifasico é entdo produzido em um passo de
purificacdo pela adicdo de agua, levando a separacdo de compostos polares e ndo polares em
uma fase superior (aquosa) e inferior (organica) respectivamente (AXELSSON; GENTILLI,
2014). Este método pode ser empregado para a extracao de lipidios de qualquer tipo de tecido
contendo até 80% de agua (IVERSON; LANG; COOPER, 2011).

A adicdo de cloreto de potéssio no passo de separagdo pode modificar a distribuicdo de
lipidios entre as duas fases e as vezes é considerada como uma substancia que favorece a
troca lipidica entre a fase aquosa e a fase organica. Supde-se que este fenémeno ocorra devido
a geracdo de céations pelos sais (cloreto de potéssio) que diminuiram a dissociacdo de lipidios
por um efeito de acdo em massa, que, portanto, deslocam os mesmos para a fase organica,
mantendo os sais na fase aquosa (BREIL et al., 2017).

A utilizacdo de uma mistura de metanol e cloroférmio (1:1) como solventes para
extracdo de lipidios é a mais adequada devido ao seu custo reduzido e maior rendimento

lipidico em comparacdo com, por exemplo, 0 n-hexano (LEE et al., 2010).

3.8 Irradiagdo por micro-ondas na ruptura celular de microalgas

As micro-ondas revelam caracteristicas de aquecimento uniforme e rapido, pouco
consumo de solventes e curto tempo de extracdo (ENCINAR; GONZALEZ; REINARES,
2007). Esta tecnologia gera ondas de alta frequéncia, que destroem as células por meio da
inducdo de choque, tornando este, um método eficiente para a disrupcao das células de plantas
contendo 6leo (AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011). Sendo assim este passo de
tratamento com disrupcdo celular pode ter um impacto sobre a extratibilidade e o rendimento
lipidico de microalgas (RANJAN; PATIL; MOHOLKAR, 2010). A Tabela 2 demonstra 0s
rendimentos de lipidios extraidos de diferentes microalgas por meio de méetodos de extracao,

empregando como método de disruptura celular, a irradiagdo por micro-ondas.



Tabela 2: Rendimentos de lipidios extraidos de diferentes espécies de microalgas empregando

a irradiacdo por micro-ondas nos métodos de extracao.

Microalga Método de Método de Rendimento de Referéncias
extracao ruptura celular lipidios extraidos
(%)
Chlorella sp. o 3,80 Drira et al., 2016
] ) Irradiacdo por .
Nannochloropsis sp. Bligh e Dyer . 4,16 Teo e Idris (2014)
i micro-ondas .
Tetraselmis sp. 7,5 Teo e Idris (2014)

3.8 Usos da fracdo lipidica das microalgas

3.8.1 Producéo de biodiesel

A biomassa de microalgas tornou-se cada vez mais importante como fonte alternativa de
combustiveis renovaveis, ganhando atencdo devido a maior demanda de energia e ao aumento
da populacdo mundial ao longo de décadas (BARREIRO et al., 2014). Devido ao fato de ser
possivel obter uma maior produtividade de contetdo lipidico destes microrganismos, em
comparagdo com outras culturas energéticas a base de lipidios, esses organismos tornam-se
atrativos para serem utilizados como matéria-prima para a producdo de biodiesel (YEH;
CHANG, 2012).

Uma grande diferenca entre os ésteres metilicos de algas e dos ésteres metilicos de
acidos graxos derivados de 6leos vegetais mais comuns é que alguns lipidios de algas contém
uma quantidade substancial de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa. Os acidos
graxos de cadeia poli-insaturados sdao melhores que os ésteres metilicos de &cidos graxos em
termos de propriedades de combustivel, incluindo o nimero de cetano, a estabilidade a
oxidacdo e as propriedades de fluxo a frio (DAI; CHEN; CHEN, 2014).

Diante disto iniciou-se a utilizacdo de 6leos microalgais como matéria-prima para a
producdo de biodiesel, foi possivel, submetendo estes 6leos a processos de transesterificacdo
assistida por micro-ondas, com o emprego de metanol e hidréxido de potassio como
catalisadores destas reacdes (GULYURT; OZCIMEN; INAN, 2016).

Cheng et al. (2014) obtiveram em seu estudo um biodiesel de alta qualidade a partir da
biomassa uUmida da microalga Nannochloropsis oceanica através de um processo de
cogeracdo de biodiesel e biocombustivel, sendo a transesterificacdo dos Oleos extraidos da

mesma, realizada por irradiacdo de micro-ondas.



3.8.2 Atividade antimicrobiana de lipidios de microalgas

Najdenski et al. (2013) observaram em seu estudo que os lipidios da Rhodella violacea
e Scenedesmus obliquus sdo capazes de inibir o crescimento de cepas de Staphylococcus
aureus e Streptococcus pyogenes. Enquanto os acidos graxos isolados da Coelastrella sp.,
Rhodella violacea e Chlorella sp. apresentam uma grande atividade inibitoria contra
Staphylococcus aureus e uma pequena atividade contra Streptococcus pyogenes.

Meizoso et al. (2010), por sua vez, atribuiram a atividade antimicrobiana da fase
vermelha da microalga Haematococcus pluvialis aos acidos graxos de cadeia curta presentes
nos extratos obtidos da mesma, sendo que ndo houve nenhuma relacdo entre a temperatura
aplicada durante o processo de extracdo e a atividade antimicrobiana do produto final. Guedes
et al. (2011) demostraram que o extrato da microalga Scenedesmus obliquus € capaz de inibir
completamente o crescimento das bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Pseudomonas sp. Da mesma forma que a atividade antimicrobiana do extrato
intracelular da Chlorella vulgaris se mostrou eficaz contra Staphylococcus aureus, enquanto
gue o extrato intracelular da Scenedesmus obliquus B apresentou um caréater de inibicdo médio
frente a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, sendo os melhores desempenhos
relatados atribuidos a uma alta produtividade de acidos graxos de cadeia longa por parte
destas microalgas.

Santoyo et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes extratos
liquidos pressurizados obtidos da microalga Haematococcus pluvialis frente a varios micro-
organismos de importancia para a industria alimenticia (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Candida albicans e Aspergillus niger). Os resultados indicaram que a maioria dos
extratos ativos, em termos de atividade antimicrobiana, foram aqueles obtidos a partir da fase
vermelha da microalga, utilizando etanol como solvente de extracdo a temperaturas de 100°C
e 150°C. Apos a caracterizacdo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) os autores deduziram que o acido butanoico e o lactato de metilo foram os
principais compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos,

perante as estirpes testadas.

3.8.3 Potencial alimentar e nutracéutico

Existe um enorme potencial para uma extensa variedade de espécies de microalgas a

serem utilizadas na nutricdo humana, como os &cidos graxos poli-insaturados, 0s quais



também proliferam em muitas espécies de algas, fornecendo acidos graxos essenciais,
necessarios para a saude cardiovascular, ocular e neurolégica (KENT et al., 2015).

Os acidos graxos de alto valor, como o acido a-linolénico (ALA), acido y-linolénico
(GLA), acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosa-hexaenoico (DHA) e outros acidos
graxos poli-insaturados obtidos a partir de células microalgais vem sendo utilizados como
alimentos e nutracéuticos (YU-AN et al., 2014).

O o6leo de microalgas com alto teor de DHA obtido da aquicultura tem sido usado
como alternativa na induastria alimentar, devido as questdes associadas ao DHA de fontes de
frutos do mar, os quais carreiam consigo o odor e o sabor desagraddveis dos peixes e a

presenca de poluentes organicos persistentes no éleo destes (RAWN et al., 2009).



4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos, assim como os resultados, discussdes e conclusdes serdo
apresentados na forma de um artigo cientifico, o qual sera submetido a revista Journal of
Microbiological Methods, Qualis A2, da area de Engenharias | da CAPES.
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Resumo

As microalgas apresentam uma produtividade, em termos de biomassa extremante alta, sendo
algumas destas capazes de alcancar um conteudo lipidico de 50% a 80%. Para melhorar o
rendimento na extracdo de lipidios das células microalgais é necessario otimizar todos os
parametros envolvidos, com relacdo aos solventes empregados e a ruptura da parede celular.
Estudos anteriores demonstraram a eficiéncia do emprego da irradiagdo por micro-ondas em
incrementar o rendimento de lipidios extraidos, por promover a rupturas destas células. O
objetivo deste estudo foi desenvolver um método de disrupgdo celular com irradiacdo por
micro-ondas a partir de uma amostra de biomassa de um perifiton e compara-lo ao método de
ultrassom (Bligh & Dyer adaptado). O método de extracdo empregando a disrupcao celular
por micro-ondas apresentou um rendimento lipidico de 6,27%, com um menor tempo de
extracdo (economia de 5 horas e 50 minutos) e um gasto menor com solventes (economia de 1
mL de metanol e 7 mL de cloroférmio) do que o método de extracdo utilizando o ultrassom,
para promover a ruptura celular, o qual apresentou um rendimento de 9,17%. Com relagéo ao
perfil lipidico, os métodos de extracdo testados, empregando a tecnologia de micro-ondas,
para incrementar a ruptura celular, foram qualitativamente idénticos. O perfil lipidico do
método de extracdo empregando a disrupc¢do celular por ultrassom se mostrou diferente em
relagdo ao método com micro-ondas, devido surgimento de outros dois acidos graxos (C12:0
e C18:0 n-6 isdbmero). A analise das superficies de resposta das variaveis avaliadas revelou
que o tempo de extracdo de 15 minutos, o emprego de 300 mg de biomassa e a propor¢éo de
metanol/cloroférmio (2:1) promovem a obtencdo de um rendimento de lipidios extraidos
maior a partir da biomassa empregada neste estudo. Sendo assim, a extracao de lipidios com a
disrupcdo celular por micro-ondas pode vir a ser empregado como uma alternativa para
substituir os métodos que utilizam a sonicacdo, como forma de promover a disptura celular,
devido a economia de tempo, mao-de-obra e gastos com solventes proporcionados pelo
método desenvolvido neste estudo.

Palavras-chave: ruptura celular, irradiacdo por micro-ondas, microalgas, &cidos graxos.

1. Introducéo

As microalgas apresentam uma produtividade, em termos de biomassa, extremamente

alta (algumas cepas sdo capazes de reproduzir mais de trés vezes por dia). Dentre estas,



existem microalgas selvagens capazes de alcancar um contetdo lipidico de mais de 50%,
enquanto outras espécies que foram geneticamente modificados ou sofreram algum tipo de
estresse durante o crescimento podem ter um teor de lipidios superior a 80% da biomassa total
(Rios et al., 2013).

O mecanismo de extracdo deste contetido lipidico pode ocorrer por difusdo através da
parede celular quando a biomassa é suspensa em um solvente com alta afinidade pelo teor de
lipidios e/ou pela ruptura fisica das paredes celulares, sendo que para melhorar a extracdo
lipidica, todos esses parametros devem ser otimizados (Ranjan et al., 2010).

Entretanto a membrana plasmética destes organismos unicelulares é protegida por
uma parede celular complexa (Arnold et al., 2015). As paredes celulares das microalgas
exibem uma grande diversidade, variando em componentes moleculares, ligacbes intra e
intermoleculares e a estrutura em geral (Work et al., 2013). Os constituintes mais comuns nas
paredes celulares das microalgas sdo lipidios, celulose, proteinas, glicoproteinas e
polissacarideos. Os componentes fundamentais da parede celular incluem uma rede
microfibrilar, na forma de um gel, dentro de uma matriz proteica (Yap et al., 2016).

O passo de extracdo de lipidios inclui a disrupcdo destas paredes celulares por
métodos fisico-quimicos e biolégicos e a posterior coleta dos lipidios por solventes. No
entanto, as paredes celulares fortes e multicamadas de algumas espécies de microalgas inibem
a entrada de solventes organicos convencionais nas células, como o hexano, diminuindo assim
a eficiéncia de extracdo (Kim et al., 2016; Praveenkumar et al., 2015).

Muitos métodos de ruptura da parede celular, incluindo moagem com granulos,
homogeneizacdo de alta pressdo, cavitacdo hidrodindmica, tratamento de campo eletrénico
ultrassénico/micro-ondas/pulsado, explosdo de vapor, bem como solventes, liquidos idnicos,
choque osmdtico, surfactantes, enzimas hidroliticas e tratamento algicida, entre outros, foram
experimentados com varias microalgas para maximizacdo das eficiéncias de extracdo de
lipidios (Lee et al., 2017).

O tratamento com ultrassom altera as estruturas celulares por dois mecanismos
principais: a cavitacdo, seguida da propagacdo das ondas de choque. O ultimo fenédmeno
forma fluxos de jatos no meio circundante, causando assim a ruptura celular por forcas de
cisalhamento de alta resisténcia (Gerde et al., 2012; Gunerken et al., 2015).

O tratamento com micro-ondas, por sua vez, € um método onde ndo hd o contato
direto com a amostra, sendo todos os reagentes alvos aquecidos simultaneamente. As

principais vantagens do tratamento com irradiacdo por micro-ondas séo o curto tempo de



processamento, alta eficiéncia de disrup¢do e um consumo de energia relativamente baixo
(Cheng et al., 2013).

O tratamento com micro-ondas ja foi utilizado para facilitar a extracdo de lipidios de
microalgas verdes, empregando diferentes métodos de extracdo com solventes, sendo 0s
maiores rendimentos, obtidos atraves da insercdo de etapas de disrupgdo celular com
irradiacdo por micro-ondas (Lee et al., 2010). Da mesma forma que a adi¢cdo de etapas de
tratamento, utilizando esta mesma de tecnologia, foi capaz de ampliar a capacidade de
extracdo de lipidios de microalgas, utilizando diferentes métodos de extracdo (Teo e Idris,
2014).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um método de
disrupcdo celular por irradiacdo com micro-ondas para a extracdo de lipidios, comparando-o
com um metodo de ruptura celular por ultrassom (Bligh e Dyer adaptado), a partir da

biomassa de um perifiton.
2. Materiais e Métodos

2.1 Biomassa empregada

A biomassa empregada neste estudo foi proveniente de um sistema de biorremediacédo
(Algal Turf Scrubber), localizado as margens do Lago Dourado, no municipio de Santa Cruz
do Sul, Rio Grande do Sul. As amostras utilizadas foram previamente secas em estufa, a uma

temperatura de 50 °C até peso constante.

2.2 Otimizacdo dos ensaios de extracao de lipidios com disrupcao celular por micro-ondas

Partindo de um planejamento fatorial de 2°, conforme Filho (2017), buscou-se obter
uma técnica mais eficaz para a extracao de lipidios, empregando a irradiacdo por micro-ondas,
como uma forma de incrementar a ruptura celular da biomassa utilizada neste estudo. Na
etapa de disrupcdo celular foi empregado um equipamento de micro-ondas (CEM, Discover
System) a uma temperatura de 65 °C e uma poténcia de 200 W. Apos o transcorrer dos
respectivos tempos de exposicdo a irradiacdo por micro-ondas, as amostras foram
centrifugadas (3600 rpm) por 10 minutos, sendo as fases aquosas removidas, com a posterior
filtracdo das fases orgénicas com o auxilio de papeis filtros. As amostras filtradas foram secas
em estufa a 70 °C até peso constante. A Tabela 1 demonstra os niveis das variaveis utilizadas

no processo de extracao.



Tabela 1
Especificacdo dos niveis das varidveis empregadas no processo de extracao.

Variaveis Niveis
-1 +1
Biomassa (mg) 300 500
Tempo (min) 5 15
Proporgao de Metanol/Cloroférmio 2:1 1:2

Cada um dos oito experimentos, previamente definidos a partir do planejamento fatorial
22 foi realizado em triplicata para a posterior determinacdo dos seus respectivos rendimentos

por método gravimétrico, conforme a equacao:

o _ (F2=F1).100
- m

Onde:
R = rendimento de lipidios totais extraidos (em % de biomassa seca);
F1 = massa do baldo de fundo redondo vazio (mg);

F2 = massa do bal&o de fundo redondo + lipidios totais (mg);
m= massa da amostra de biomassa seca (mg);

2.3 Bligh e Dyer adaptado com disrupgao celular por ultrassom

Inicialmente pesou-se 300 mg da biomassa em um tubo conico ao qual foi adicionado
6 mL de CHCI; e 3 mL de MeOH. Este tubo cdnico passou entdo por um processo de
disrupcdo por ultrassom, com banho de gelo, durante 45 minutos, permanecendo
posteriormente em repouso por 4 horas sobre refrigeracdo (método original preconiza um
tempo de refrigeracdo de 12 horas). Apds o transcorrer deste tempo, 0 mesmo passou
novamente por um processo de sonicacdo por 30 minutos, seguido de uma etapa de
centrifugagdo a 3600 rpm por 10 minutos. A fase lipidica foi separada em outro recipiente,
sendo adicionado a biomassa residual 1 mL de CHCI; e 2 mL de MeOH. Este tubo conico
contendo a biomassa residual passou novamente por processos de sonicagdo e centrifugacéo,
respectivamente, ambos por 15 minutos. A fase lipidica foi separada, sendo incorporada a fase
organica removida anteriormente. A este recipiente contendo o somatorio das fases lipidicas

foi adicionado 4 mL de H,O ultrapura e 2 mL de CHCI3, passando o mesmo, em seguida, por



uma etapa de centrifugacdo por 10 minutos. Apos o processo de centrifugacao, transferiu-se a
fase lipidica para um bal&o de fundo redondo, o qual foi seco posteriormente em estufa a 70
°C até peso constante.

O método de Bligh e Dyer (1959) adaptado com disrupcao celular por ultrassom foi
realizado em triplicata para determinacdo do rendimento de lipidios extraidos, por anélise
gravimétrica, conforme a equacdo empregada no metodo anterior, sendo este utilizado como
referéncia na comparagdo com a técnica de disrupcéo celular com micro-ondas, desenvolvido
neste estudo.

2.4 Derivatizacdo

As derivatizacGes das amostras de lipidios extraidos pelos métodos de Bligh e Dyer
(1959) adaptado e pelo método desenvolvido neste projeto foram realizadas conforme os
métodos da AOCS modificado por Gressler (2011) e adaptado para as condi¢des do presente
estudo.

Para a realizacao da técnica de derivatizacdo foram empregadas as amostras de lipidios,
contidas nos bal6es de fundo redondo de 25 mL, utilizados para a determinacdo dos
rendimentos das fragOes lipidicas extraidas, sendo transferidos os contetidos dos trés baldes
para um Unico baldo de fundo redondo de 50 mL com o auxilio de 6 mL de uma solucéo
metanolica (hidroxido de s6dio e metanol na proporcao de 1:50).

Em seguida efetuou-se 0 aquecimento dos mesmos em sistemas de refluxo durante 20
minutos. Apos este tempo adicionou-se 7 mL de uma solugdo de trifluoreto de boro-metanol
(BF3/metanol), gota a gota, através dos condensadores destes sistemas, deixando em refluxo
por mais 4 minutos. A seguir acrescentou-se via condensadores 5 mL de heptano, deixando as
amostras em refluxo por mais 2 minutos.

Passado este tempo, os baldes foram retirados dos sistemas de refluxo e deixados esfriar
até alcancarem a temperatura ambiente, para que entdo ocorresse a transferéncia dos produtos
do processo de derivatizacdo para tubos de ensaio, aos quais se adicionou 2 mL de uma
solucdo saturada de NaCl. Coletou-se, em seguida, a fase superior de cada uma das amostras
contidas nos tubos de ensaio, transferindo-as para frascos de vidro. A estes frascos de vidro
foram adicionados uma ponta de espatula de sulfato de sodio anidro, previamente ativado em
estufa a 100 °C, durante uma hora. Por Gltimo diluiu-se 500 pL de cada um dos extratos

obtidos com 500 pL de n-Hexano em vials para posterior analise cromatogréafica.



2.5 Identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos

As andlises para identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos presentes nos
lipidios extraidos foram realizadas em um cromatografo gasoso equipado com Injetor
Automatico AOC5000. As amostras derivatizadas foram analisadas por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa pelo método AOCS (Ce 1c-89), modificado por
AOCS (2008). As condicdes de aquecimento da coluna ZB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) foram de 70 °C (0,1 min) aquecendo até 240 °C (4 °C min™), permanecendo o
aquecimento por 5 minutos e depois por mais 5 minutos a 250 °C. No detector de massas a
temperatura da fonte de ionizacdo e a temperatura de interface foram de 260 °C. O sistema de
injecdo foi utilizado no modo split (1:10) a 250 °C e o detector de massas foi mantido no
modo scan. A mistura de padrfes e amostras foi injetada em duplicata em aliquotas de 1 puL
para identificagdo dos ésteres metilicos presentes. Estimaram-se a partir das &reas de cada um
dos picos nos cromatogramas, as porcentagens de cada acido graxo presente nos extratos
analisadas, sendo necessario para isso, excluir os demais picos que ndo representavam

quaisquer &cidos graxos.

2.6 Analise dos dados

A anélise dos rendimentos de lipidios extraidos pelos métodos empregados neste
estudo foi realizada no programa Microsoft Excel® 2010, para a determinacdo das médias
dos rendimentos de lipidios extraidos, bem como dos seus respectivos desvios padrdes e
coeficientes de variagao.

Os principais efeitos entre as variaveis em estudo foram determinados por meio do
teste t-Student, considerando os efeitos estatisticamente significativos quando p<0,05,
empregando o software Chemoface (versdo 1.5). Este mesmo software foi utilizado para
avaliar a relacdo entre as varidveis estudadas através da geracdo de diferentes graficos de
superficie de resposta.

3 Resultados e Discussdes
3.1 Comparagéo dos métodos de extracdo de lipidios

Foi obtido um rendimento maior de lipidios extraidos no experimento 7 (6,27%), em
comparacdo com os demais ensaios realizados, a partir do planejamento fatorial 23, na
otimizacgdo da extragdo de lipidios, empregando a disrupcao por irradiagdo com micro-ondas

(Tabela 2). Tal rendimento foi superior aos rendimentos de lipidios obtidos por Teo e Idris



(2014), 4,16%, e Drira et al. (2016), 3,8%, os quais empregaram diferentes variaces do
método extracdo de Bligh e Dyer, com o incremento da ruptura celular por micro-ondas,
utilizando como amostras de biomassa, as microalgas Nannochloropsis sp. e Chlorella sp.,
respectivamente. Entretanto o rendimento encontrado no experimento 7 foi inferior ao
rendimentos de lipidios extraidos, por variacdes do método de Bligh e Dyer com irradiacdo
por micro-ondas, obtidos por Qv et al. (2014), 57,02%, Mandal et al. (2013), 11,7%, e Lee et
al. (2010), 28,6%, empregando amostras de biomassa das microalgas Dunaliella tertiolecta,
Scenedesmus obliquus e Botryococcus sp., respectivamente. O contetdo lipidico presente nas
microalgas tende a variar de acordo com a espécie, 0s niveis de nutrientes, o tipo de cultivo
utilizado na producéo da biomassa (Chisti, 2007; Khan et al., 2009; Mata; Martins; Caetano,
2010). Isto explica o porqué da variacdo dos rendimentos de lipidios extraidos pelos métodos
citados acima.

O experimento realizado pelo método de Bligh e Dyer adaptado com etapas de ruptura
celular por ultrassom apresentou um rendimento maior de lipidios extraidos (9,17 %) em
comparagdo com o0 experimento 7 citado anteriormente (Tabela 2). Porém, para alcancar tal
resultado, foram gastos 7 mL de cloroférmio, 1 mL de metanol e um tempo de 5 horas e 50
minutos a mais do que no experimento 7. Este tempo excessivo destinado aos procedimentos
de extracdo de lipidios de microalgas por métodos convencionais, como o Bligh e Dyer
adaptado, representa uma grande limitagdo deste tipo de técnica, o que dificulta o
processamento de um grande nimero de amostras (Rawat et al., 2013).

Tabela 2

Experimentos de extracdo de lipidios realizados pelos métodos de Bligh e Dyer adaptado e com irradiacdo por
micro-ondas, com seus respectivos rendimentos, desvios padréo e coeficientes de variagéo.

Método de  Experimento Biomassa Tempo de Proporcéo Médiade Desvio Coeficiente
ruptura (mg) irradiacao MeQH/CH,CI  rendimento Padrdo de Variacédo
p 9 ¢ (mL) (%), n=3 ¢
celular (min) (DP) (CV)
1 300 5 1:2 5,66 0,55 9,75
2 500 5 1:2 1,59 0,53 33,14
3 300 5 2:1 5,35 0,68 12,64
Irradiacéo
4 500 5 2:1 4,53 0,19 4,25
por
micro-ondas 5 300 15 1:2 4,29 1,21 28,18
6 500 15 1:2 5,28 1,59 30,16
7 300 15 2:1 6,27 0,93 14,89
8 500 15 2:1 3,42 0,44 12,78
Ultrassom 1 300 - 1:2 917 0,24 2,63




3.2 Comparacéo do perfil lipidico entre os métodos de extracao

Com relacdo ao perfil lipidico, o mesmo foi qualitativamente idéntico entre os
experimentos empregando irradiacdo por micro-ondas. Porém, na analise do extrato obtido
pela tecnologia de ultrassom foi possivel observar a presenca de outros dois acidos graxos
(C:12 e C18:0 n-6 isbmero) a mais na amostra de biomassa em estudo (Tabela 2). Segundo
Halim et al. (2011) a alteracdo das condi¢cdes de extracdo altera o perfil de acidos graxos
obtidos, o que explica o porqué dos diferentes resultados encontrados em nosso estudo, a
partir dos métodos de extracdo empregado. O mesmo foi descrito por Li et al. (2014) ao
compararem diferentes métodos de extracdo de lipidios de microalgas, 0s quais perceberam
haver uma variacao na recuperacdo de lipidios, bem como sobre o perfil de acidos graxos.

A analise da estimativa percentual de cada &cido graxo presente nos extratos
avaliados, demostrou haver uma varia¢do nas quantidades destes, em todos 0s experimentos.
Sendo o acido palmitico, o acido graxo que se apresentou em maior quantidade em todos os
ensaios com irradiacdo por micro-ondas, bem como no método de Bligh e Dyer adaptado
(Tabela 2). Segundo Carta et al. (2015), o acido palmitico é o &cido graxo mais comum
encontrado no corpo humano, representando 20-30% dos &cidos graxos totais em fosfolipidios
de membrana e triacilglicerois do tecido adiposo, sendo o mesmo responsavel por exercer
maltiplas funcBes bioldgicas fundamentais, nos niveis celular e tecidual. Isto indica a
possibilidade de utilizacdo dos 6leos provenientes desta biomassa para a producdo de
suplementos alimentares.

A irradiacdo por micro-ondas produz um baixo porcentual de ésteres metilicos com
mais de 19 carbonos em comparacdo com métodos convencionais de extracdo, 0 que permite
a obtencdo de um biodiesel de baixa viscosidade e, portanto, um produto de boa qualidade
(Teo e Idris, 2014). Este fendmeno foi observado em parte, nos extratos obtidos neste estudo,
onde os &cidos araquidico (C20:0) e behénico (C22:0) estavam presentes em percentuais
baixos, variando entre 0,8% e 1,27%, em todos 0s experimentos de extracdo com disrupcao
por irradiacdo de micro-ondas, indicando a possibilidade de utilizacdo dos 6leos obtidos neste

estudo, por meio do emprego desta tecnologia, para a producdo de biodiesel.



Tabela 3
Perfil de acidos graxos obtidos a partir dos extratos provenientes dos experimentos de extracdo de lipidios

realizados, com suas respectivas estimativas de porcentagem para cada acido graxo.

Ex:1 Ex:2 Ex:3 Ex:4 Ex:5 Ex:6 Ex:7 Ex:8 BeD
Acidos graxos ~ Simbologia R (%) R(%) R(%) R(%) R(%) R(%) R(%) R (%) R (%)

Laurico C:12 - - - - - - - - 5,39
Miristico C14:0 11,22 1232 10,68 10,54 7,52 10,37 9,89 11,27 12,68
Pentadecilico C15:0 2,05 1,97 1,98 2,37 1,98 2,10 194 2,57 1,43
Palmitico C16:0 41,47 4531 40,34 37,52 59,65 37,71 38,32 40,24 33,56
Palmitoleico C16:1 n-7 642 019 609 662 019 608 580 691 3,54
Margarico C17:0 09 09 091 1,2 257 089 066 1,33 1,63
a-Linolénico* C18:3n-3 2,27 2,27 2,64 2,54 5,84 2,98 2,79 0,44 3,37
Esteérico C18:0 9,96 1046 9,78 1050 11,34 958 935 1195 14,17
Oleico C18:1n-9 14,43 15,22 1489 1393 6,44 1433 14,67 6,23 3,81
Linoleico* C18:2n-6 - - - - - - - - 7,28
a-Linolénico C18:3n-3 7,72 7,73 8,72 7,59 0,10 9,95 8,99 10,29 7,98
Araquidico C20:0 0,80 0,80 0,83 1,09 0,86 0,79 0,81 1,15 0,80
Araquiddnico C20:4 n-6 4,06 425 474 4,81 1,51 7,39 5,86 6,36 1,07
Behénico C22:0 092 086 1,03 1,27 2,00 081 091 1,27 3,30

* = isbmero

R = rendimento de lipidios extraidos da biomassa em estudo
Ex = experimento
B e D = Bligh e Dyer adaptado

3.3 Anélise dos efeitos

As interacBes entre as varidveis, biomassa e solvente, biomassa e tempo, tempo e
solvente, bem como a variavel tempo de forma isolada, apresentaram-se como os efeitos
estatisticamente significativos, sobre o rendimento de lipidios extraidos nos experimentos
realizados com a insercdo da irradiacdo por micro-ondas, no incremento da ruptura celular, da

biomassa em questdo, no nivel de confianca de 95%, conforme a Fig. 1.
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Fig. 1. Grafico de Pareto dos efeitos entre as interacdes das varidveis empregadas e de forma isolada, sobre o
rendimento de lipidios extraidos pelo método de extragdo com disrupcdo celular por irradiacdo de micro-ondas.

As interacdes entre a quantidade de biomassa, propor¢do dos solventes e o tempo de
extracdo, sobre o rendimento de lipidios extraidos pelo método de extracdo com disrupcéo
celular por micro-ondas, sdo demostrados na forma de gréficos de superficie de resposta na
fig.4. Por meio destes gréaficos € possivel observar uma melhor resposta, com relagdo ao
rendimento de lipidios extraidos, nos experimentos que empregaram um tempo de extracao
maior (15 minutos), uma quantidade menor de biomassa (300 mg) e uma propor¢do maior de
metanol. Uma hipétese para a obtencdo de melhores resultados com a utilizagdo de uma
quantidade menor de biomassa poderia ser o fato desta, em maior quantidade, ter
comprometido o sistema de agitacdo do equipamento de micro-ondas, diminuindo a superficie
de contato dos solventes com a mesma, e consequentemente reduzindo a eficacia do processo
de extracdo dos lipidios. Este mesmo fendmeno foi observado por Axelsson e Gentili. (2014),
0s quais ao compararem diferentes métodos de extracdo de lipidios de microalgas com a
insercdo de irradiagdo por microondas, incluindo o método de Bligh e Dyer, observaram uma
reducdo dos rendimentos de lipidios extraidos, a medida em que as amostras de biomassa de
microalgas eram empregadas em quantidades maiores. Os mesmos realizaram uma analise
para determinacdo do limite de tamanho da amostra, para um sistema de extracdo por
solventes, com um volume maximo de 10 mL (semelhante ao volume maximo do micro-
ondas empregado em nosso estudo), a qual revelou que os mesmos poderiam extrair até 300

mg e 90 mg de biomassa Umida e seca, respectivamente, por vez, sem prejudicar o rendimento



de lipidios extraidos. Um tempo maior de extracdo (20 min) foi associado a um rendimento
maior de lipidios extraidos (3,8%) no estudo realizado por Drira et al. (2016), os quais
também empregaram uma variacdo do método de Bligh e Dyer, com a insercao de irradiacdo
por micro-ondas, testando tempos de extracdo de 5 e 20 minutos. Smedes e Askland (1999),
por sua vez, testaram vérias proporcoes de cloroférmio e metanol, descritas pelo método de
Bligh e Dyer, e sugeriram que o rendimento de lipidos poderia ser aumentado usando um teor

maior de metanol, assim como ocorreru em nosso estudo.
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Fig. 4. Graficos de superficie de resposta sobre os efeitos das interacbes entre (a) o tempo de extracao e
proporcdo dos solventes; (b) proporcdo dos solventes e quantidade de biomassa; (c) tempo de extracao e
quantidade de biomassa sobre a porcentagem de lipidios extraidos pelo método de extracdo com disrupgéo

celular por irradiacdo de micro-ondas.



4 Conclusobes

Em nosso estudo obtivemos éxito em desenvolver um método de disrupcgéo celular
com irradiacdo de micro-ondas, como forma de incrementar a extracdo de lipidios, o qual
apresentou um desempenho satisfatorio, comparado ao metodo de ruptura celular por
sonicagdo, uma vez que, em nossa técnica utilizamos menos da metade da quantidade de
solventes empregados por este método, além de um tempo muito menor de extracdo. O perfil
de &cidos graxos permaneceu qualitativamente inalterado em todos 0s experimentos nos quais
utilizamos a irradiacdo por micro-ondas, sendo este perfil lipidico diferente no método de
extracdo de Bligh e Dyer adaptado empregando o ultrassom, como forma de promover a
ruptura celular da biomassa em estudo, devido ao surgimento de outros dois acidos graxos
(C:12 e C18:0 n-6 isdbmero). Na andlise dos efeitos de resposta das diferentes variaveis
empregadas no método de disrupcédo por irradiacdo de micro-ondas foi possivel observar que
0s resultados mais satisfatérios foram obtidos utilizando um tempo de extracdo e propor¢édo de
metanol maiores, em concomitancia com uma quantidade menor de biomassa. Sendo assim, a
extracdo de lipidios com a disrupcéo celular por micro-ondas pode vir a ser empregado como
uma alternativa para substituir os métodos que utilizam a sonica¢do, como forma de promover
a disptura celular, devido a economia de tempo, mdao-de-obra e gastos com solventes
proporcionados pelo método desenvolvido neste estudo.
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5 CONCLUSAO

Conseguimos desenvolver uma técnica de disrupc¢éo celular com irradiacdo de micro-
ondas, como forma de incrementar a extracdo de lipidios, com um desempenho satisfatorio,
comparado ao método de Bligh e Dyer adaptado empregando a disrup¢do por ultrassom,
reduzindo tempo de extracdo e quantidade de solventes empregados. Com relacéo ao perfil de
acidos graxos, 0 mesmo permaneceu qualitativamente inalterado em todos os experimentos
nos quais utilizamos a irradiacdo por micro-ondas, porém este perfil lipidico mostrou-se
diferente no método de extracdo de Bligh e Dyer adaptado com etapas ruptura celular por
sonicacdo, devido ao surgimento de outros dois acidos graxos (C:12 e C18:0 n-6 isdbmero). Na
analise dos efeitos das superficies de resposta das diferentes variaveis empregadas no método
de irradiagdo por micro-ondas foi possivel observar a obtencdo de rendimentos de lipidios
extraidos maiores, utilizando um tempo de extracdo e propor¢do de metanol maiores em
concomitancia com uma quantidade menor de biomassa. Sendo assim, a extracdo de lipidios
com a disrupcéo celular por micro-ondas pode vir a ser empregado como uma alternativa para
substituir os métodos que utilizam a sonicacdo, como forma de promover a disptura celular,
devido a economia de tempo, mao-de-obra e gastos com solventes proporcionados pelo

método desenvolvido neste estudo.
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Requisitos de formatacao

N&o hé requisitos de formatacao rigorosos, mas todos 0s manuscritos devem conter 0s
elementos essenciais necessarios para transmitir o seu manuscrito, por exemplo, Resumo,
Palavras-chave, Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Conclusdes, Arte e Tabelas
com Legendas.

Se 0 seu artigo incluir quaisquer videos e / ou outro material suplementar, este deve
ser incluido na sua apresentacdo inicial para fins de revisdo pelos pares.

Divida o artigo em se¢des claramente definidas.

Figuras e tabelas incorporadas em texto

Certifique-se de que as figuras e as tabelas incluidas no arquivo Unico sejam colocadas
ao lado do texto relevante no manuscrito, e ndo na parte inferior ou superior do arquivo. A

legenda correspondente deve ser colocada diretamente abaixo da figura ou tabela.

Subdiviséo - se¢cdes numeradas

Divida seu artigo em sec@es claramente definidas e numeradas. As subsecdes devem
ser numeradas 1.1 (entdo 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (0 resumo ndo estéa incluido na numeracao
das secdes). Use esta numeracdo também para referéncias cruzadas internas: nao basta referir-
se a 'o texto'. Qualquer subsecdo pode receber um breve titulo. Cada titulo deve aparecer em

sua propria linha separada.
Resultados

Os resultados devem ser claros e concisos.
Discusséao

Isso deve explorar o significado dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Uma sec¢ao
combinada de resultados e discussdo geralmente é apropriada. Evite extensas citacfes e

discussoes de literatura publicada.

Conclusoes
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As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma breve secdo de
Conclusdes, que pode estar sozinha ou formar uma subsecdo de uma secéo de Discusséo ou

Resultados e Discussao.

Resumo (manuscrito)

Um resumo conciso e factual € obrigatorio. O resumo deve indicar brevemente o
objetivo da pesquisa, os principais resultados e as principais conclusdes. Um resumo é
frequentemente apresentado separadamente do artigo, por isso deve ser capaz de ficar
sozinho. Por este motivo, as referéncias devem ser evitadas, mas, se necessario, cite 0 (S)
autor (es) e ano (s). Além disso, as abreviaturas ndo-padrdo ou incomum devem ser evitadas,

mas, se essenciais, elas devem ser definidas em sua primeira mencao no proprio resumo.
Palavras-chave

Imediatamente apds o resumo, fornegca um méaximo de 6 palavras-chave, usando a
ortografia americana e evitando termos gerais e plurais e conceitos multiplos (evite, por

exemplo, 'e', 'de’). Seja poupador de abreviaturas: apenas abreviaturas firmemente
estabelecidas no campo podem ser elegiveis. Essas palavras-chave serdo usadas para fins de

indexacéo.

Legendas das figuras

Certifique-se de que cada ilustracdo tenha uma legenda. Uma legenda deve incluir um
titulo breve (ndo na figura em si) e uma descricdo da ilustragdo. Mantenha o texto nas

ilustracGes propriamente ditas, mas explique todos os simbolos e abreviaturas utilizados.

Referéncias
Citacédo no texto

Certifique-se de que todas as referéncias citadas no texto também estdo presentes na
lista de referéncia (e vice-versa). Qualquer referéncia citada no resumo deve ser dada na
integra. Resultados ndo publicados e comunicagfes pessoais ndo sao recomendados na lista de
referéncia, mas podem ser mencionados no texto. Se essas referéncias estiverem incluidas na
lista de referéncia, elas devem seguir o estilo de referéncia padrdo do jornal e devem incluir

uma substituicdo da data de publicacdo com "Resultados ndo publicados™ ou "Comunicacao



pessoal”. A citagcdo de uma referéncia como "na imprensa” implica que o item foi aceito para

publicacéo.
Formatacéao de referéncia

N&o ha requisitos rigorosos na formatacdo de referéncia na submissdo. As referéncias
podem ser em qualquer estilo ou formato, desde que o estilo seja consistente. Quando
aplicavel, o (s) nome (s) do autor, titulo do diario / titulo do livro, titulo do capitulo / titulo do
artigo, ano de publicacdo, nimero do volume / capitulo do livro e a paginacdo devem estar
presentes. O uso do DOI é altamente encorajado. O estilo de referéncia usado pelo jornal sera
aplicado ao artigo aceito pela Elsevier na prova. Observe que os dados em falta serdo

destacados na fase de prova para o autor corrigir.
Estilo de referéncia
Texto: Todas as citagOes no texto devem se referir a:

1. Autor Unico: 0 nome do autor (sem iniciais, a menos gque haja ambiguidade) e o ano de
publicacéo;

2.Dois  autores:0os  nomes dos autores e o ano de  publicagéo;
3. Trés ou mais autores: primeiro nome do autor seguido por ‘et al."e o ano de publicacéo.
As citacdes podem ser feitas diretamente (ou entre parénteses). Os grupos de referéncias
devem ser listados primeiro  alfabeticamente, entéo, cronologicamente.
Exemplos: como demonstrado (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan e Jones, 1999). Kramer et

al. (2010) mostraram recentemente ... "

Lista: As referéncias devem ser organizadas primeiro em ordem alfabética e depois ordenadas
por ordem cronoldgica, se necessario. Mais de uma referéncia do (s) mesmo (s) autor (es) no
mesmo ano deve ser identificada pelas letras 'a', 'b', 'c', etc., colocadas apds o ano de

publicacéo.
Referéncia a uma publicacéo de revista:

Van der Geer, J., Hanraads, JAJ, Lupton, RA, 2010. A arte de escrever um artigo cientifico. J.
Sci. Comum. 163, 51-59.

Referéncia a um livro:



Tyssen, P., 1993. Hibridacdo com sondas de &cido nucleico. Em: Técnicas de laboratorio em
Bioquimica e Biologia Molecular, Vol. 24, Elsevier, Amsterdd, pp. 375-436.



