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RESUMO: As microalgas estdo cada vez mais sendo utilizadas em diversas areas devido
a suas propriedades como alta taxa de crescimento, elevada capacidade de absorcdo de
CO, e produgéo de diversos bioprodutos com alto valor agregado. Uma das microalgas
mais cultivadas e estudadas atualmente & Chlorella vulgaris pois ela possui altas taxas
de crescimento e pode ser cultivada em diversos tipos de ambientes produzindo grandes
quantidades de proteinas e carboidratos. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi avaliar
0 processo de extracdo por solvente dos carboidratos totais da microalga Chlorella vulgaris.
Os solventes utilizados foram o hexano e o liquido ibnico acetato de 2-hidroxietanolamina
(2-HEAA). Foram nove experimentos com condi¢bes especificas, todos foram cultivados por
28 dias e apresentaram no dia 14 o final da fase exponencial. Com o auxilio de analises e
técnicas foi possivel determinar a cinética de crescimento, a hidrolise 4cida para obtengéao
de carboidratos, a extracao de carboidratos utilizando os solventes hexano e liquido idnico
no experimento que apresentou melhor eficiéncia na hidrolise acida. Os dados indicaram
que o experimento com concentragéo de NaNO, 1500 mg L™, fotoperiodo de 16h apresentou
maior produtividade com 0,714 g L' dia”, porém foi o experimento com NaNO, 2300 mg L
e fotoperiodo de 16h que apresentou um resultado estatisticamente significativo quanto a
analise de desejabilidade, apresentando uma extracdo de 37% da fragéo de carboidratos
totais e de 77,4% quando realizada a extragcéo através do solvente liquido idnico. Os resultados
indicam que o LI foi mais eficiente na remocao seletiva de compostos néao estruturais e na
preservacao ou enriquecimento relativo da fragao polissacaridica.

PALAVRAS-CHAVE: Cultivo; liquido idnico; solvente; carboidratos; microalga; hexano.

STUDY OF THE EXTRACTION OF TOTAL CARBOHYDRATES FROM THE
MICROALGA CHLORELLA VULGARIS VIA ORGANIC SOLVENTS

ABSTRACT: Microalgae are increasingly being used in various fields due to their properties,
such as high growth rates, high CO2 absorption capacity, and the production of various
high-value-added bioproducts. One of the most cultivated and studied microalgae currently
is Chlorella vulgaris, as it has high growth rates and can be cultivated in various types of
environments, producing large quantities of proteins and carbohydrates. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the solvent extraction process of total carbohydrates
from the microalga Chlorella vulgaris. The solvents used were hexane and the ionic liquid
2-hydroxyethanolamine acetate (2-HEAA). Nine experiments were conducted under specific
conditions; all were cultivated for 28 days and showed the end of the exponential phase on
day 14. With the aid of analyses and techniques, it was possible to determine the growth
kinetics, the acid hydrolysis for obtaining carbohydrates, and the carbohydrate extraction
using hexane and ionic liquid solvents in the experiment that showed the best efficiency in acid
hydrolysis. The data indicated that the experiment with a NaNO3 concentration of 1500 mg
L and a 16h photoperiod showed the highest productivity with 0.714 g L' day™'. However, the
experiment with NaNO3 2300 mg L' and a 16h photoperiod showed a statistically significant
result regarding desirability analysis, presenting an extraction of 37% of the total carbohydrate
fraction and 77.4% when extraction was performed using the ionic liquid solvent. The results
indicate that the ionic liquid was more efficient in the selective removal of non-structural
compounds and in the preservation or relative enrichment of the polysaccharide fraction.
KEYWORDS: Cultivation; ionic liquid; solvent; carbohydrates; microalgae; hexane.
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INTRODUCAO

As microalgas s@o microrganismos fotossintéticos procarioticos e eucaribticos
(a esses pertencem alguns dos géneros Chlorella, Scenedesmus, Spirulina). Possuem
estruturas simples de crescimento rapido (Li et al., 2008; Makareviciene, Skorupskaite and
Andruleviciute, 2013; Rahman et al., 2014). Reproduzem-se usando a fotossintese o qual
converte energia solar em energia quimica (Mata, Martins and Caetano, 2010).

O cultivo em larga escala de microalgas vem crescendo nas ultimas décadas visto
que ela pode ser aplicada em diversas areas (Wen et al., 2016). A biodiversidade das
microalgas proporciona a producédo de diferentes compostos como proteinas, pigmentos,
lipideos, acidos graxos, biodiesel, biogas (Souliés et al., 2013).

Os lipideos e os carboidratos produzidos pelas microalgas possuem grande
potencial na produgéo de biocombustiveis. Parte importante no cultivo de microalgas para
biocombustivel € o auxilio na redugéo da poluicdo ambiental (Dempfle, Krocher and Studer,
2021).

O biocombustivel mais predominante é o bioetanol. E utilizado como combustivel
para veiculos leves ou como reagente aditivo de combustiveis de transporte pesado
(Dempfle, Krocher and Studer, 2021).

A biomassa lignocelulésica serve como matéria-prima para biocombustiveis e tem
sido considerada devido ao seu potencial, disponibilidade abundante e a sua condicéo
de se renovar (Khoshkho et al.,, 2022). A producdo de bioetanol a partir de biomassa
lignocelulésica passa por um pré-tratamento para quebrar a celulose, hemicelulose e
lignina (Dempfle, Krécher and Studer, 2021).

A producéo de bioetanol a partir de microalgas vem ganhando destaque devido a
seu rapido crescimento e alto teor de carboidratos. Sendo assim, se faz necessario romper
a parede celular para liberar os agucares. Essa ruptura pode ser realizada através da
hidrolise acida como também a partir da extragéo utilizando solventes (Abomohra et al.,
2021; Dempfle, Krécher and Studer, 2021).

A extracdo dos carboidratos da biomassa da microalga ocorre com a ruptura da
parede celular, acarretando na liberacdo dos componentes intracelulares a partir da
hidrolise quimica (Sirajunnisa and Surendhiran, 2016). O uso do tratamento com &cido
diluido pode hidrolisar com eficacia os carboidratos da microalga com alto rendimento de
acucar (Wang et al., 2016).

A lignocelulose faz parte da composi¢cdo da microalga, sendo um polimero de
carboidratos, formado por celulose, hemicelulose e lignina. A celulose pode ser convertida
em glicose, acido orgéanico e alcoois. A hemicelulose pode ser degradada em cilose, furfural
e etanol (Shen and Sun, 2021). A producéo de etanol a partir de materiais lignocelulosico
esta crescendo devido a glicose obtida da celulose e dos agucares liberados da hemicelulose
(Tavares, Sene and Christ, 2016).
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O liquido i6nico (LI) € um solvente que vem substituindo solventes orgénicos nas
extragdes de carboidratos, por ser considerado “verde”. Ele também é utilizado em reacbes
cataliticas, processos de separacéo, fluidos de transferéncia de calor entre outros (Alvarez
etal., 2011).

O LI & um sal organico em estado liquido, composto de um céation orgénico e um
anion orgénico ou inorgénico. Possuem presséo de vapor muito baixa, ndo emitindo gases
poluentes. No entanto, sua grande desvantagem é o preco alto e sua caracteristica ndo
volatil (Alavijeh et al., 2020; Alvarez et al., 2011).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de extragdo com
liquido i6nico e hexano dos carboidratos, comparando com os métodos fisicos de ruptura
através da hidrdlise.

METODOLOGIA

Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia Ambiental
(LABAM) da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

Concentracao de biomassa, cultivo e meio de cultura

A concentracdo de biomassa (g L-1) foi monitorada trés vezes por semana ao
longo de 28 dias de cultivo, com o objetivo de acompanhar a produgcdo de biomassa. As
curvas de crescimento foram obtidas por meio da determinacao de densidade 6ptica (DO)
em espectrofotdmetro, a 750 nm. A conversédo entre DO e concentracdo de biomassa
foi realizada a partir de uma curva de calibragdo construida ao final do ciclo de cultivo,
utilizando diferentes diluicoes do sobrenadante (0, 25, 50, 75 e 100%).

Os in6culos da microalga Chlorella vulgaris, foram cultivados em 300 mL de meio
BG-11 (Rippka et al., 1979), sob fluxo luminoso constante de 200 yE m2 s (fornecida por
lampadas fluorescentes), aeracao forcada constante de 2 L.min' e temperatura de 26 + 4
°C.

Os experimentos foram realizados utilizando um planejamento experimental do tipo
fatorial 32, como pode ser observado na Tabela 1. A concentracéo de nitrato de sédio e o
fotoperiodo de cultivo foram variaveis independentes.

Niveis
Variavel independente 1 0 1
Fotoperiodo 24:0 16:8 8:16
Concentracéo de NaNO, (mg L") 700 1500 2300

Tabela 1: Valores das variaveis independentes analisadas no planejamento experimental

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Os cultivos atingiram o estado estacionéario de crescimento com 28 dias. A curva
de calibragdo obtida no cultivo da Chlorella vulgaris sob as condi¢cdes dos experimentos
exposta na tabela 1 foi construida no Excel. As equacdes da reta foram obtidas através do

ajuste linear com auxilio do software Excel e estdo demonstradas na tabela 2.

Ensaio Fotoperiodo Conc. de NaNo, (mg L) Equacao
1 -1 (24:0) -1 (700) Y=7,511X
2 -1 (24:0) 0 (1500) Y=13,5306X
3 -1 (24:0) +1 (2300) Y=13,51X
4 0 (16:8) -1 (700) Y=15,25X
5 0 (16:8) 0 (1500) Y=17,78X
6 0 (16:8) +1 (2300) Y= 16,66X
7 +1(8:16) -1 (700) Y=13,05X
8 +1(8:16) 0 (1500) Y= 12,9X
9 +1(8:16) +1 (2300) Y= 14,25X

Tabela 2: Equacbes referentes a curva de calibragcdo dos experimentos 1 a 9

Fonte: Autoria prépria (2021)

Onde Y é a concentragdo em g L-1 e X é a absorbancia. Utilizando essas equagdes
foi possivel calcular a concentracdo de biomassa a partir dos valores de absorbéancia

determinados pelo espectrofotémetro.

Cinética quimica de crescimento
O crescimento dos cultivos foi descrito pela equagao apresentada a seguir:
) pmdx - T

— Cu Cma’xe

= (1]
Cmdx_cﬂ_epmﬂx T

Onde C é a concentracao celular no tempo t, Co é a concentragéo celular no instante
de inicio do crescimento, Cmax € a concentragéo celular maxima atingida no periodo, t é o
tempo e ymax é a velocidade maxima especifica de crescimento.

Através de pymax é possivel calcular o tempo de geracéo (tg) associado, ou seja, o
tempo necessario para duplicacdo do nimero de células e, por conseguinte, da biomassa
do cultivo. As equagdes a seguir descrevem tg e P (produtividade média de biomassa, g
L-1 dia-1), respectivamente:

, -In(2) [2]

g
F max
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t [3]

Onde Cf é a concentragao final de biomassa no cultivo (g L-1), Co é a concentracao
inicial de biomassa no cultivo (g L-1) e t € o tempo total de dias.

Carboidratos — Hidrolise acida

A quantificacdo dos carboidratos foi realizada de forma indireta, por meio da hidrélise
acida da biomassa de microalga, realizando a converséo dos polissacarideos em agucares
redutores, seguida da determinacéo dos agucares totais.

Ahidrélise acida foi realizada com base no método descrito por Miranda, Passarinho
e Gouveia (2012). Aliquotas de biomassa seca (50 g L-1) foram tratadas com 1 mL de acido
sulfdrico a 3% (v/v) em tubos de vidro borossilicato e submetidas a autoclave a 120°C e 1,2
bar por 30 min. Apés o resfriamento, as suspensdes foram transferidas para tubos Falcon,
utilizando-se 4 mL de agua destilada, seguidas de centrifugagéo. Os sobrenadantes obtidos
foram entao coletados para a analise.

A concentragdo de aglcares totais foi determinada por uma adaptagcdo do método
fenol-sulfarico, originalmente desenvolvida por Dubois et al., 1951), utilizando glicose como
padrdao analitico. Os sobrenadantes obtidos ap6s a centrifugagdo pos-autoclave foram
diluidos em agua destilada na propor¢ao 1:1000 (v/v).

Aliquotas de 2 mL das amostras diluidas foram reagidas com 50 pL de fenol a 80%
(v/v) e 5 mL de acido sulfurico concentrado (95%, p.a.). ApOs incubacéo a temperatura
ambiente por 40 min, a absorbéancia foi medida a 490 nm em espectrofotdémetro.

A quantificacédo foi realizada a partir de uma curva de calibragdo construida com
solugdes padréo de glicose nas concentracdes 0,000; 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025;
0,050; 0,080 e 0,1 g L-1. Com a regresséo linear obteve a Equagéo 4, com R2= 0,9986.

Y= 0,08772X — 0,000449 [4]

Onde Y é a concentragéo de glicose e X o valor da absorbéancia.

Extracao por solvente (hexano e liquido idnico) dos carboidratos totais

Foi empregada a mesma metodologia para a extracdo de carboidratos totais,
modificando apenas o solvente. Os solventes utilizados foram o hexano/etanol e o liquido
idnico acetato de 2-hidroxietanolamina/etanol.

Sintese do liquido iénico 2-HEAA
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O liquido ibnico protico acetato de 2-hidroxietanolamina (2-HEAA) foi preparado
adaptando a metodologia de Alvarez (2011). Foram utilizados 60 mL de monoetanolamina
e 57,2 mL de acido acético. A monoetanolamina foi adicionada a um baldao de fundo
achatado com duas bocas equipado com condensador de refluxo e um termémetro que
intercalava com o funil de bromo contendo acido acético. O acido foi adicionado gota a gota
a monoetanolamina. O sistema foi deixado sobre agitagdo com barra magnética a 35°C por
24h, tendo cuidado com a temperatura para nao ocorrer desidratacdo do sal até a amina
correspondente. Por fim, o liquido iénico foi armazenado a temperatura ambiente em frasco

ambar. A reacéo é uma neutralizacao acido-base simples.

Determinacéo de extrativo

Para determinacdo do teor de extrativo utilizou a metodologia padrao TAPPI T204
cm-97 (TAPPI,1997) adaptada. Pesou-se 1 g de biomassa seca, em seguida, a amostra
foi transferida para o cartucho de um extrator Soxhlet. Foram realizadas duas extracgoes,
sendo a primeira composta de uma mistura de solventes hexano e etanol, liquido iénico e
etanol com proporg¢ao 1:2 v/v (50/100 mL). A segunda extragdo comecou apds a primeira
ficar incolor, acrescentando 150 mL de etanol. Ao final da extragcéo transferiu o cartucho
para um béquer com 150 mL de agua destilada e deixou no banho termostatico por 1 h a
98 °C. Em seguida, filtrou a vacuo com 500 mL de agua quente. O teor é calculado através
da Equacgéo 5.

TE %=

MPFA - MPF x100
MA

(8]

Onde TE% é o teor de extrativo, MPF & a massa de papel de filtro, MA é a massa
inicial da amostra e MPFA é a massa de papel filtro com amostra seca.

Determinacéo de holocelulose

Para determinar a holocelulose, adaptou a metodologia utilizada por (Silva,
2018). Pesou 1,5 g da massa retida no papel de filiro que foi extraida, adicionou 60 mL
de 4gua destilada em um erlenmeyer, colocou uma barra magnética e levou ao agitador
sob temperatura de 70 °C. A cada 1 h adicionou 1 mL de acido acético glacial e 1,5 mL
de hipoclorito de sédio, deixando o erlenmeyer fechado, repetiu esse passo cinco vezes.
Em seguida, levou até o banho de gelo por 30 minutos e filirou a vacuo, utilizando agua
destilada gelada até o pH ficar neutro. Por fim, lavar com 50 mL de acetona (propanona),
lavar com agua destilada e secar em estufa até o peso se manter constante. O teor de
holocelulose pode ser encontrado através da Equacéao 6.
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TH % = MPFH - MPF x
MA

100 6]

Onde o TH% é o teor de celulose, MPFH é a massa de papel de filtro com amostra
seca, MPF é a massa do papel de filtro e MA € a massa da amostra inicial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho s&o apresentados e analisados conforme os
objetivos propostos.

Cinética quimica de crescimento

As concentragbes foram determinadas a partir da curva de calibracdo e em
seguida, os dados foram ajustados por meio da Equacgéo 1 utilizando a regresséao linear,
implementado no software scidavis. Foram elaborados nove graficos correspondentes
a velocidade especifica maxima de crescimento para cada um dos nove experimentos
realizados.
= 0,299/dia com R2=
0,93. Na tabela 3 segue os dados das velocidades maximas encontradas para todos os

Para o experimento 1, a velocidade maxima foi de u

max

experimentos. Também se encontra o tempo necessario para duplicagdo do nimero de
células e a produtividade média de biomassa, calculadas a partir das equagbes 2 e 3,

respectivamente.
Ensaio  C,(gL") C,.(gL") u,,, (dia’) Re t_(dia) P (g L' dia™)
1 0,676 12,679 0,299 0,92 2,32 0,429
2 1,110 15,479 0,499 0,93 1,39 0,513
3 1,257 16,324 0,406 0,91 1,71 0,538
4 1,327 15,280 0,279 0,89 2,48 0,498
5 1,636 21,619 0,180 0,93 3,85 0,714
6 1,633 19,598 0,107 0,93 6,48 0,642
7 1,396 17,903 0,120 0,89 5,80 0,590
8 1,251 14,914 0,135 0,85 5,13 0,488
9 1,240 13,365 0,154 0,91 4,50 0,433

Tabela 3: Resultado da cinética de crescimento

Fonte: Autoria prépria (2021)

Através da analise de variancia (ANOVA) no software statistica ndo houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos para a produtividade, sendo o p= 0,316 para o
fotoperiodo e p= 0,722 para a concentracdo de NaNO3. Ou seja, nenhum fator apresentou
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efeito estatisticamente significativo sobre a produtividade. O intercepto foi significativo
p<0,05, sendo o valor médio da produtividade bem estimado, mas as varia¢des observadas
ndo podem ser atribuidas aos fatores estudados.

Da mesma maneira ndo houve uma diferenca significativa para o tempo de geragéo,
uma vez que, o efeito do fotoperiodo sobre o tempo de geracdo nao estatisticamente
significativo ao nivel de 95% de confianga (p= 0,103) e a concentracdo de NaNO3 nao
apresenta nenhum efeito significativo sobre o tempo de geracgéo (p=0,785). O erro residual
alto, 2,117 sugere que outros fatores ndo controlados podem estar influenciando a resposta.

Para a concentracdo maxima nenhum fator ou termo quadratico apresentou efeito
estatisticamente significativo (p > 0,05). Assim como observado para a produtividade
e tempo de geragéo, as variagbes da concentragdo maxima ndo podem ser atribuidas
estatisticamente aos fatores estudados dentro da faixa experimental. O modelo descreve
adequadamente o nivel médio da resposta, mas nédo explica suas variagcées.

Diante dos resultados, o experimento 5 foi o que apresentou maior produtividade,
com concentragéo de NaNO, 1500 mg L™, fluxo luminoso de 200 yE m? s™' durante 16h por
dia. E a segunda maior produtividade é do experimento 6, com concentragdo de NaNO,
2300 mg L, fluxo luminoso de 200 yE m*2 s durante 16h por dia. Percebeu-se que a partir
do 14° dia, a fase exponencial de crescimento finaliza, entrando na fase estacionaria.

Segundo (Rocha, Garcia and Henriques, 2003) um maior crescimento da microalga
ocorre quando a intensidade luminosa é maior e a temperatura também, sendo sugerido
que trabalhos posteriores possam ser trabalhados em faixas de temperaturas mais altas e
com intensidade luminosa maior, a fim de avaliar se as variaveis resposta terdo resultados

significativos.

Carboidratos — Hidrolise acida

Com o auxilio da curva de calibragcdo, Equacéo 4, foi possivel obter os valores de
concentracdo de acgucares totais extraidos na hidrolise acida, ou concentragéo de glicose
equivalente, em g L-1. Os dados podem ser observados na Tabela 4.

Com os valores calculados da glicose equivalente (Mg-eq) e da biomassa inicial da
hidrolise (Mo), foi calculada a fragcdo massica de agUcares totais (%Fm). De acordo com a
equacéo 6.

%Fm=h [6]
M

a
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Concentragao de acgucar (g

Ensaio L) Massa inicial da hidrolise (g) (%FM)
1 0,011 0,0502 2,19
2 0,0069 0,0503 14
3 0,0098 0,0508 19
4 0,018 0,0501 36
5 0,015 0,0499 30
6 0,019 0,0514 37
7 0,00001 0,0161 0,06
8 0,0048 0,0265 18
9 0,0091 0,0504 18

Tabela 4: Resultado da hidrélise acida

Fonte: Autoria prépria (2021)

Através da anélise de variancia (ANOVA) realizada no software Statistica, verificou-
se que o fotoperiodo tem efeito significativo sobre a fracdo massica de agucares totais
(p=0,021), ja a concentracédo de NaNOS3 né&o influenciou estatisticamente. Para os efeitos,
o fator determinante foi o fotoperiodo, com efeito quadratico.

Ao comparar os resultados obtidos neste trabalho com o de Nasirpour, Ravanshad
e Mousavi, (2022), que investigaram diferentes estratégias de hidrolise para a converséao
de carboidratos presentes na biomassa microalgal, incluindo ultrassonificacao, hidrélise
acida em alta temperatura e a combinacao desses métodos, a eficiéncia de conversao
por ultrassom isolada foi relativa baixa, correspondendo a 3,33%. Entretanto, a aplicacédo
do ultrassom como etapa auxiliar a hidrélise acida resultou em aumento significativo no
rendimento, da ordem de 14,2%. Ainda, eles demonstraram que o aumento da concentra¢ao
de acido sulfurico de 1 para 3 N promoveu um aumento expressivo no rendimento de
conversao, atingindo 90,7%, correspondendo a 136 mg g-1 de biomassa de Chlorella.
No presente estudo, a hidrolise acida foi realizada utilizando acido sulfarico a 3% (v/v),
sob condi¢des de 120 °C e 1,2 bar, por 30 min, resultando em uma producao de glicose
equivalente correspondente a 37% da fragdo méssica de aglcares totais. Embora esse
rendimento seja inferior aos valores reportados pelos autores, € importante destacar que as
condicbes operacionais adotadas neste trabalho foram menos severas, tanto em termos de
concentracéo acida quanto de intensidade térmica, o que reduz a degradacéo de agUcares
e formacao de subprodutos inibidores.

Diante destes resultados, foi realizada a analise de desejabilidade utilizando
o software Statistica, esta andlise fornece qual a condi¢cdo dos fatores que é a melhor
resposta com base nas variaveis resposta, neste caso, a concentracdo maxima, tempo
de geracao, produtividade e porcentagem de fragdo massica de aglcares totais. O grafico
pode ser visualizado na Figura 1.
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Perfis de valores preditos e desejabilidade
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Figura 1:
Graéfico dos perfis de valores preditos e desejabilidade

Fonte: Autoria prépria (2021)

Por meio da fungdo desejabilidade, considerando os modelos ajustados para
cada variavel resposta em fungéo do fotoperiodo e da concentracdo de nitrato de sddio,
foi verificado que os perfis dos valores preditos evidenciaram influéncia significativa do
fotoperiodo, com comportamento n&o linear e presenca de um valor intermediario, enquanto
a concentragdo de NaNOS3 apresentou efeito mais suave sobre as respostas avaliadas.

A maximizacao da desejabilidade global foi alcangada em niveis intermediarios das
variaveis independentes, correspondendo a valores codificados de aproximadamente 0,2
para o fotoperiodo e 0,47 para a concentracdo de NaNO3. Ao converter para valores reais
indicou um fotoperiodo 6timo de 17,6:6,4 e uma concentragcdo de NaNOS3 6tima de 1873
mg L-1, condi¢bes na quais as respostas apresentaram valores preditos préximos aos seus
respectivos 6timos individuais, resultando em elevada desejabilidade global.

Sendo assim, utilizando as analises individuais de cada resposta e a desejabilidade,
o experimento 6 foi escolhido para que fosse realizada a extragédo de agucares utilizando o
solvente hexano e o solvente liquido idnico.

Extracao por solvente (hexano e liquido idnico) dos carboidratos totais

A partir dos dados das Tabelas 3 e 4, sabendo que o experimento 6, apresentou

maior porcentagem de fracdo massica de agUcares totais, também a segunda maior
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produtividade, bem como esta proximo do valor da desejabilidade, a partir dele que foi
realizada a extragdo com hexano e com o liquido iénico.

Utilizando as Equacgdes 5 e 6, foram obtidos os seguintes resultados expostos na
Tabela 5.

Teor de extrativos -  Teor de extrativos — Teor de Teor de holocelulose
hexano (%) liquido i6nico (%) holocelulose — - liquido idnico (%)
hexano (%)
78,76 + 1,84 66,86 + 2,54 27,16 + 1,98 77,4 + 3,05

Tabela 5: Resultado da Extragado por solvente

Fonte: Autoria propria (2021)

Apesar do teor de extrativos hexano apresentar maiores resultados, através do teste
t realizado no software statistica, o teor de extrativos com liquido idnico apresentou um p=
0,001 ao comparar os dois.

E ao comparar o teor de holocelulose pelo teste t, o resultado que apresentou melhor
resposta estatisticamente foi com liquido iénico também com p= 0,003.

Conforme reportado por (Nasirpour, Ravanshad and Mousavi, 2022), a utilizagao
isolada do liquido i6nico [BMIM]CI resultou em conversbes expressivas de carboidratos,
atingindo 72%, evidenciando a elevada capacidade desses solventes em desestruturar a
matriz celular microalgal. A incorporagéo de HCI ao liquido iénico levou a uma redugéo nos
rendimentos de conversdo, comportamento associado a interagéo preferencial do proton
acido com o anion do LI, diminuindo sua eficacia na solvatagao e ruptura da parede celular.
A literatura também demonstra que a aplicagcdo de ultrassom combinado ao LI resulta em
aumento no rendimento de converséo, alcangando valores proximos a 100%. No presente
trabalho, a extracdo com o LI 2-HEAA e hexano resultou em diferencas na fracao extraivel
e na composicdo residual da biomassa. Enquanto a extragdo com hexano apresentou
maior teor de extrativos (78,76%), a extragdo com LI promoveu um aumento significativo
no teor de holocelulose, 77,4%, em comparacdo a apenas 27,16% na biomassa tratada
com hexano.

Essesresultados indicam que o LI foi mais eficiente naremocgéo seletiva de compostos
ndo estruturais e na preservagdo ou enriquecimento relativo da fragdo polissacaridica.
Assim, em conformidade com a literatura, os resultados obtidos neste estudo confirmam
que os LI favorecem a concentragcéo de carboidratos potencialmente fermentaveis.

CONCLUSAO

Todos os experimentos passaram pela anélise da cinética de crescimento e
dos carboidratos. Apenas o experimento 6 passou pela extragdo utilizando solvente.
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A metodologia empregada para o cultivo da microalga Chlorella vulgaris, modificando a
concentracdo de nitrato de sodio e o fotoperiodo, foi bem-sucedida.

Comrelagéo a cinética de crescimento verificou que o experimento com concentragao
de NaNO, 1500 mg/L e fotoperiodo de 16h ligado obteve maior produtividade. Mas
estatisticamente significativo levando a analise de todas as variaveis resposta, o que obteve
melhor resposta foi o experimento 6, com fotoperiodo 16:8 e concentracdo de NaNO?® de
2300 mg/L. Todos os experimentos alcangaram o fim da fase exponencial no dia 14.

A maior liberacdo de carboidratos utilizando a hidrolise acida ocorreu com o
experimento 6, que foi de 37%. Por possuir maior liberacéo, foi realizada a extracdo do
mesmo utilizando hexano e liquido iénico. O teor de carboidratos extraidos obteve maior
eficiéncia ao utilizar a hidrolise acida, uma vez que a extragdo com hexano apresentou
27,16% de carboidratos e a da hidrélise acida 37%.

Como o objetivo da pesquisa era estudar o processo de extracdo por solvente dos
carboidratos totais, sendo assim, o experimento 6 (concentra¢do de nitrato de s6dio 2300 e

fotoperiodo de 16h) foi o que demonstrou ser mais eficiente e estatisticamente significativo.
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