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APRESENTACAO

O Livro “Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz ao leitor
vinte capitulos de relevada importancia na area de Genética, Citogenética, Imunologia,
Parasitologia, Quimica medicinal, Saude publica e Ecologia. Entretanto, caracteriza-se
como uma obra multidisciplinar que engloba diversas areas da Ciéncias biolégicas.

Os capitulos estdo distribuidos em tematicas que abordam de forma categorizada e
multidisciplinar a Ciéncias biologicas , as pesquisas englobam estudos de: mapeamentos
genético, citogenético, sequenciamento, genética e educacéo ,analises forenses , doencas
genética, eugenesia classica, engenharia genética, analise por PCR, cultura de células de
linfoma e leucemia, salde mental, resposta imune, vacinagdo contra a covid-19, virus
Sars-Cov-2, métodos de extracdo de lipidios ,levantamento taxonémico, morfologia vegetal,
eficiéncia de inseticidas , quimica medicinal, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), problematica
ambiental e de saude publica, poluentes emergentes e biodiesel.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores
e estudantes pertencentes as areas de Ciéncias biologicas e Ciéncias da Salde e suas
interfaces ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéao cientifica
de maneira clara e efetiva, em portugués, inglés ou espanhol. Utilizando uma linguagem
acessivel, concisa e didatica, atraindo a atencéo do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

O livro Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz publica¢des
atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propicia

e confiavel para a divulgacéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: As microalgas tém sido o foco de
muitas pesquisas biotecnologicas devido a sua
rica composicdo, a quantidade de substancias

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar 2

que podem ser sintetizadas através desses
microrganismos e a imensa biodiversidade,
que pode ser aprimorada geneticamente. As
principais aplicacdes estdo ligadas a producéo
de alimentos funcionais, produtos naturais com
grande potencial nutricional e farmacéutico,
bem como na produgcdo de biocombustiveis,
como o biodiesel, por meio dos lipidios contidos
na biomassa. Desta forma, o presente estudo
busca analisar alguns fatores que influenciam
no processo de lise celular e extracédo, etapas
ligadas a recuperacdo do lipidio, através da
microalga pertencente a espécie Clorophyta, a
Scenedesmus sp., comparando dois métodos
de extracdo (Bligh & Dyer com ultrassom e
Soxhlet), dois sistemas de solventes (CEA —
Cloroférmio/etanol/agua e CMA — Clorof6rmio/
metanol/agua) e dois tipos de pré-tratamentos
(ultrassom e autoclave) para realizar a quebra da
célula. Foi observado que paraambos os sistemas
de solvente, o pré-tratamento com autoclave
foi mais eficiente, promovendo a remocgéo de
quase todo o lipidio contido na biomassa, com
porcentagens médias de 19,24% para o metanol
e 19,27% para o etanol, frente as porcentagens
de 10,78% e 17,31% respectivamente, com o
uso da ultrassom. O método de Bligh & Dyer
com ultrassom teve melhor desempenho com
um menor tempo de operagéo, além de ser uma
extracdo a frio, que ndo desencadeia processos
oxidativos nos lipidios. Quanto ao sistema de
solvente, o melhor resultado médio foi obtido
com o etanol, cuja a porcentagem total média
foi correspondente a 18,29%, frente a 15,36%,
porcentagem média total do metanol.

PALAVRAS-CHAVE: Microalga; extracao; lipidio.
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COMPARISON OF LIPID EXTRACTION METHODS FROM MICROALGA
Scenedesmus sp.

ABSTRACT: Microalgae have been the focus of much biotechnology research because
of their rich composition, the amount of substances that can be synthesized through these
microorganisms, and the immense biodiversity that can be genetically improved. The main
applications are linked to the production of functional foods, natural products with great
nutritional and pharmaceutical potential, as well as the production of biofuels, such as biodiesel,
through the lipids contained in biomass. Microalgae biofuel is a renewable energy source that
assists in mitigating carbon dioxide in the present atmosphere, as well as not competing
with food production in the world and replacing petroleum products. In that way, the present
study aims to analyze some factors that influence the cell disruption process and extraction,
stages linked to lipid recovery, through the microalga belonging to the species Clorophyta,
Scenedesmus sp., Comparing two methods of extraction (Bligh & Dyer with ultrasound and
Soxhlet), two solvent systems (CEA - Chloroform / ethanol / water and CMA - Chloroform /
methanol / water) and two types of pre - treatments (ultrasonic and autoclave) to perform the
cell break. It was observed that for both solvent systems, pretreatment with autoclave was
more efficient, promoting the removal of almost all the lipid contained in the biomass, with
average percentages of 19.24% for methanol and 19.27% for the ethanol, compared to the
percentages of 10.78% and 17.31%, respectively, with the use of ultrasound. The Bligh &
Dyer ultrasound method had better performance with a shorter operating time, besides being
a cold extraction, which does not trigger oxidative processes in the lipids. As for the solvent
system, the best average result was obtained with ethanol, whose average total percentage
corresponded to 18.29%, compared to 15.36%, mean total percentage of methanol.
KEYWORDS: Microalga; extraction; lipid.

11 INTRODUGAO

As algas compreendem um grupo variado de organismos fotossintéticos divididos
em duas categorias principais com base no tamanho e morfologia das células: microalgas
e macroalgas . As macroalgas, como as algas, sao feitas de células que formam estruturas
semelhantes a raizes, caules e folhas, ja as microalgas, em vez disso, sdo organismos
unicelulares e microscopicos (Patel et al., 2019).

Indiretamente as microalgas auxiliam a manter os niveis de oxigénio adequados a vida
dos seres vivos na atmosfera. Conforme escrito por Ramirez (2013), esses microrganismos
s&o capazes de fixar entre 1,65 a 1,83 quilogramas do CO, presente na atmosfera com
apenas 1 quilograma de biomassa seca. O que demonstra o grau de relevancia desses
microrganismos na sobrevivéncia do ser humano e do meio ambiente.

As microalgas apresentam grande potencial biotecnoldgico para a obtencédo de
produtos de alto valor agregado as indUstrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, como
ingredientes alimenticios, ra¢gdes e aquicultura, antioxidantes e substancias bioativas,
inclusive para sua utilizagdo em processos de tratamento de efluentes, CO 2 captura,
producao de biodiesel, entre outros (Rodriguez-Torres et al., 2021).
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1.1 Microalga Scenedesmus sp.

A Scenedesmus sp. é uma espécie aquatica pertencente ao grupo das algas verdes
(Chlorophyta), da familia Scenedesmaceae. Séao algas de superficie que predominam em
rios e lagos de agua doce. Séo capazes de se desenvolverem em efluentes contaminados
ou com alto teor de minerais, essa espécie pode conferir a agua o odor e sabor de capim
(Ramirez, 2013).

Figura 1 - Scenedesmus sp, imagens digitais obtidas em microscopio 6ptico (aumento: 400x). A.
Colbnias com células fusiformes. B. Col6nias com células ovaladas.

Fonte: Sousa (2007).

De acordo com Andrade (2014) a Scenedesmus sp possui um teor de lipidios entre
19,6% e 21,1% em peso de biomassa seca.Pereira et al. (2012) afirma que as taxas de
acidos graxo podem chegar até 65% e segundo Ramirez (2013), a espécie Scenedesmus
sp. possui até 56% de proteinas e 52% de carboidratos.

1.2 Composicao quimica das microalgas

A composi¢do quimica das microalgas varia a depender da sua espécie e das
condigbes de cultivo para cada espécie; além de outros fatores. Basicamente quatro
componentes estdo presentes majoritariamente na biomassa microalgal, sendo estes as
proteinas, os lipidios, os pigmentos e os carboidratos (Andrade et al., 2014).

Varios séo os fatores que contribuem para a variagao nas composi¢des da parede
celular, como a fase de crescimento, as condi¢cées de cultivo e a presenca de fatores
de estresse. A estrutura da parede celular tem um efeito importante na eficiéncia de
rompimento e na liberacdo de biomoléculas intracelulares. No entanto, as paredes das
células microalgais sdo complexas, por isso, precisam de uma melhor investigacdo (Phong
et al.,, 2018).

As proteinas, compostos organicos de alto peso molecular, representam cerca de 50
a 80% da composicdo em peso da biomassa seca de microrganismos em geral e, de acordo
com Andrade et al. (2014), estudos com diversas espécies de microalgas demonstram um
percentual de 8 a 71 % de proteinas, o que justifica o seu uso como suplemento proteico.
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O teor de lipidios em termo de biomassa seca pode variar de uma espécie para outra,
atingindo valores de 5 a 77% e niveis lipidicos entre 20 e 50% s&o faceis de se obter
controlando a quantidade de nutrientes fornecidos (Zorn et al., 2017).

A clorofila fica localizada nos cloroplastos das células, juntamente com os
carotenoides. Os carotenoides sdo pigmentos que possuem afinidade com substancias
orgénicas e podem assumir cores variadas, como tons de amarelo, vermelho, marrom e
laranja. Usualmente cerca de 0,1 a 2,0% da biomassa das microalgas seca é composta de
carotenoides, sendo sua estrutura formada por 40 carbonos (Andrade et al., 2014).

Os carboidratos das microalgas s@o constituintes da parede celular e reserva de
polissacarideo. Conforme mencionado por Andrade et al. (2014), aproximadamente 5 a
20% da composig&o na microalga seca é composta por carboidratos totais. De acordo com
Ramirez (2013) espécies Scenedesmus, Chlamydomonas, Chlorella, Dunaliella e Spirulina

possuem as maiores porcentagens de carboidratos, especialmente amido.

1.3 Fatores e condicoes fundamentais para o crescimento das Microalgas

Para um bom cultivo e produtividade da microalga é necesséario entender a
composicdo das células e otimizar os processos através do controle das condi¢des a
quais a microalga é exposta. Dessa forma, a limitagdo de nutrientes, luminosidade, pH,
temperatura, composicdo de nitrogénio, concentracdo de cloreto de sbdio, por exemplo,
séo fatores diretos para o crescimento da microalga (Dolganyuk et al., 2020).

Segundo De Medeiros Jeronimo, Silva e Bacholsky (2015), para que as microalgas
possam se desenvolver, € necessario que haja fatores classificados como fisicos e nutritivos
importantes ao seu desempenho celular e atividades metabdlicas.

O carbono € o macronutriente mais importante no cultivo das microalgas, visto que
a sua contribuicdo para a biomassa é estimada em 50%, distribuido entre as proteinas,
vitaminas, carboidratos e lipidios (Andrade, 2014). Além do carbono, 0s principais
macronutrientes sdo o nitrogénio, fosforo e ferro. Meios de cultura pobres em nitrogénio
conduzem amicroalga a usar o carbono disponivel no cultivo para a produgéo de carboidratos
e lipidios, ou, em algumas espécies, favorece a producdo de pigmentos ao invés da
producao de proteinas (Andrade, 2014). A Tabela 1 ilustra quais sédo 0os macronutrientes, a

forma usual na natureza e a forma quimica em meio de cultura.
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Tabela 1 - Macronutrientes e suas respectivas fontes na natureza

Fonte: Andrade (2014).

1.3.1 Intensidade Luminosa e Tempo de lluminagdo

Intensidades luminosas baixas estimulam a formacdo de uma biomassa rica em
clorofila, enquanto altas intensidades favorecem os parametros de crescimento. A faixa
espectral da radiagdo absorvida pelas algas fotossintetizantes é de 400 nm a 700 nm e
estes organismos néo diferenciam a luminosidade natural da artificial, o que facilita o seu
cultivo em laboratério. Desta forma, a fonte de luz é definida em termos de fotoperiodos
(tempo de iluminagdo) e em cultivos de laboratério usualmente aplica-se 12 horas de luz,
promovidas por lampadas fluorescentes e de luz branca (Andrade et al., 2014).

1.3.2 Temperatura

Atemperatura também é um fator critico para o cultivo de microalgas. A temperatura
afeta diretamente o metabolismo, a absorcdo de nutrientes, a biofixacdo de CO 2 , a
fotossintese e a taxa de crescimento (Daneshvar et al., 2021). Conforme Andrade et al.
(2014), a temperatura de cultura das microalgas afeta a taxa metabdlica e a sua composicao
também pode variar de acordo com cada espécie e o seu valor 6timo para o cultivo depende
do local onde a espécie foi coletada. Dessa forma, como exemplo, microalgas provenientes
de ambientes temperados possuem temperatura 6tima de cultivo na faixa de 10°C a 25°C,
ja as oriundas de ambientes polares a temperatura ideal de cultivo é abaixo de 10°C.

1.3.3 pH

O potencial de hidrogénio (pH) é de grande importancia no cultivo de microalgas,
pois € possivel determinar a solubilidade dos minerais e do didxido de carbono no meio,
além do efeito direto nas proprias microalgas (Dolganyuk et al., 2020).
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1.3.4 Agitacédo

A agitacdo € um fator importante pois, segundo Andrade (2014), ela evita a
sedimentagé@o das microalgas, proporcionando desta forma uma exposicéo das células a
luz de forma mais homogénea. Além disso, a agitagdo mantém os nutrientes em suspensao,
aumentando a sua disponibilidade no meio. Baseado em estudos de Silva Cardoso, Vieira
e Marques (2011), afirma-se que os principais sistemas de cultivo de microalgas consistem
em fotobiorreatores fechados, lagoas ou tanques abertos aerados.

Sistemas fechados € um método de cultivo por foto biorreactores (PBRS). A
principal vantagem dos PBRs é o controle do crescimento das algas, o que leva a uma
alta produtividade da biomassa algal . Além disso, por meio da otimizagéo e controle das
condi¢bes do ambiente de cultivo, a contaminagdo com outras espécies de algas pode ser
evitada (Jankowska, Sahu e Oleskowicz-Popiel, 2017). Segundo Franco et al. (2013), boa
parte do cultivo de microalgas em larga escala tem sido realizado em cultivo aberto, em
lagoas ou tanques que utilizam a luz solar e o CO, atmosférico.

1.4 Aplicacéo de microalgas na industria

As microalgas fornecem inimeras vantagens para a producéo de biocombustiveis:
alto crescimento e produtividade, potencial para altos teores de lipidios ou carboidratos,
capacidade de crescer em aguas residuais, salinas ou agua do mar. (Branco-Vieira et
al., 2020). Devido ao aumento do custo do petréleo, passou-se a investir em processos
termoquimicos e bioquimicos para converter a biomassa microalgal em biocombustiveis
(Almeida Lopes et al., 2015). Outro fator motivador é o teor de lipidios contidos na biomassa,
que pode variar de 1 a 77% da massa seca (Zorn et al., 2017).

Segundo Bertoldi, Sant’anna e Oliveira (2008), o custo com substrato no cultivo de
microrganismos, visando a obtencéo de bioprodutos, corresponde a uma porcentagem de
40% a 60% do custo total de producéo. Desta forma, utilizam-se meios de cultura alternativos
como esgotos domésticos, desejos industriais, lodo digerido e vinhaga de cana-de-acucar.

Dentre os produtos e processamentos mais importantes a serem realizados através
de microalgas estdo: a produgédo de acidos graxos (aplicado a producao de biodiesel),
tratamento de aguas residuarias, producdo de suplementos alimentares e biofertilizantes.
Pesquisas mais recentes comecgaram a ser desenvolvidas para direcionar o cultivo de
microalgas para a obtengdo de combustiveis de aeronaves, como exemplo, a produgéo de
hidrogénio. Tal utilizagéo € aplicada a grandes escalas de produg¢ao (Ramirez, 2013).

1.5 Processos para extracao de lipideos nas microalgas

Ap6s o cultivo das microalgas é necessario realizar pré-etapas de separagéo solido-
liquido dos cultivos. Essa etapa é conhecida como colheita de biomassa e serve para
concentrar e recuperar a biomassa a ser processada. Usualmente a etapa de colheita pode
ser feita através da coagulacgéo, filtragédo ou centrifugacao, esta que se destaca por deixar

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 13 m


https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/bioreactors
https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/algal-biomass

uma menor quantidade de 4gua na biomassa (Andrade et al., 2014).

De acordo com Pereira et al. (2012), o processo de extragdo requer varias etapas
com o objetivo de obter maior eficiéncia e rendimento. Para isso, pode-se utilizar recursos
como enzimas, solventes quimicos ou fluido supercritico, onde o diéxido de carbono sob
pressdo e aquecimento funciona como um solvente. Zorn et al. (2017) realizaram estudos
acerca do método de extragdo por solvente proposto por Bligh e Dyer (1959), o qual utiliza
uma constante mistura de cloroférmio, metanol e agua. Nesse estudo realizou-se uma
andlise das principais variaveis que influenciam no processo de extracdo, sendo elas a
umidade da biomassa, a proporcéo de solventes, o volume total de solventes e o tempo de
ultrassom utilizado.

Outro método muito estudado € de Soxhlet, no qual h4 uma constante renovacéo
do solvente em contato com a matriz graxa e suas principais vantagens consistem na
alta temperatura que o sistema pode atingir por conta da evaporacdo e ndo necessita
de filtracdo. Nesse método deve-se evitar o refluxo por muitas horas devido a possiveis
reacOes de peroxidagéo e hidrolise dos lipidios (Brum e Arruda, 2009).

Ramluckan, Moodley e Bux (2014) fizeram um estudo aprofundado do método de
Soxhlet utilizando solventes puros e misturas, variando os tempos totais de refluxo. Para
uma melhor analise das amostras realizou-se a cromatografia, visto que a extracao por
solvente possui a desvantagem de extrair outros compostos da biomassa, especialmente
alguns pigmentos. Através desse estudo pdde-se concluir que a porcentagem de lipidios
extraidos é maior utilizando misturas de solventes, o tempo ideal de extragdo é 3 horas e
o sistema cloroférmio e etanol (1:1) apresentou melhores resultados e uma remocao de
clorofila correspondente a menos de 0,5%.

De uma forma geral, dentre os principais fatores que influenciam na extracdo de
lipidios estéo a eficiéncia da lise celular, o volume total de solvente contido no sistema, a
propor¢éo de solventes polares e apolares e o tipo de contato entre o fluido e a biomassa.
Desta maneira, o estudo a seguir tem como objetivo estabelecer a melhor técnica de
extracdo de lipidios utilizando a biomassa da espécie Scenedesmus sp. fazendo o pré-
tratamento da biomassa seca utilizando os métodos de ultrassom e autoclave; comparando
dois sistemas de solvente através do método de extracédo Bligh e Dyer (1959) adaptado e
comparando a eficiéncia da extragédo pelo método de Soxhlet com a eficiéncia do método
Bligh e Dyer (1959) utilizando o melhor sistema de solvente.

21 MATERIAIS E METODOS

Os métodos estudados nesse trabalho foram: o método proposto por Bligh e Dyer
(1959), que originalmente emprega a homogeneizagédo da biomassa com os solventes de
extragcdo e o método proposto por Ramluckan, Moodley e Bux (2014), que sugere o uso
de uma mistura de dois solventes para a extragdo no soxhlet. O sistema de solventes
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escolhidos tem como fundamento os estudos de Bligh e Dyer (1959), que utiliza metanol e
cloroférmio e Ramluckan, Moodley e Bux (2014), que dentre os sistemas testados obteve
melhores resultados com o cloroférmio e etanol. A homogeneizacgéo proposta pelo primeiro
método foi otimizada por (Zorn et al., 2017), através do emprego do ultrassom e essa
adaptacéo foi inserida nos experimentos a seguir. A biomassa utilizada foi centrifugada,
colocada em vidros reldgio e seca em estufa conforme a Figura 2. Em seguida, a biomassa
seca foi macerada e armazenada no freezer.

LN

Figura 2 - Biomassa seca da microalga Scenedesmus sp. em vidro relogio.

2.1 Pré-Tratamento

Para promover a quebra da estrutura da célula, conhecida como lise celular, dois
tipos de pré-tratamento foram utilizados: ultrassom - a amostra devidamente hidratada foi
colocada no banho a temperatura ambiente com ultrassom durante 30 minutos, baseado na
metodologia utilizada por Zorn et al. (2017); autoclave - o erlenmeyer contendo a amostra
hidratada foi colocado na autoclave sobre pressao de 1 atm e temperatura de 121°C
(Ramluckan, Moodley e Bux, 2014) durante um tempo de 15 minutos. Os experimentos
foram realizados em duplicata, desta forma, a Tabela 2 demonstra o planejamento de
experimentos.
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Ensaio n° Sistema de solvente Volume total Pré-tratamento
1
30 min ultrassom
2
CMA-
3 cloroférmio/metanol/agua .
15 min autoclave
4
20 mL
5
30 min ultrassom
6
CEA-
7 cloroférmio/etanol/agua .
15 min autoclave
8
° _ CBA- 100 mL 15 min autoclave
10 cloroférmio/etanol/agua

Tabela 2- Planejamento de experimentos.

2.2 Processo de Extracao

2.2.1 Bligh & Dyer Adaptado.

Foram acrescidos a amostra hidratada, o cloroférmio e o metanol (ou etanol) nas
proporgcbes e volumes totais pré-estabelecidas, com a ressalva de que apenas metade
do cloroférmio foi adicionada. ApGs a primeira adicdo de solventes agitou-se o sistema
manualmente por 2 minutos e em seguida colocou-se sob agitacdo em banho de ultrassom
a temperatura ambiente por 25 minutos. O Erlenmeyer foi retirado do ultrassom e repetiu-se
o procedimento |, adicionando somente a outra metade do cloroférmio ao sistema. Retirou-
se a mistura do banho e a 4gua destilada foi adicionada conforme a quantidade estipulada
pelo experimento. Em seguida, agitou-se manualmente o sistema durante 2 minutos e com
papel filtro de diametro médio de 12,5 cm realizou-se a filtragdo do conteudo do Erlenmeyer.
O filtrado foi coletado e transferido para um funil de separagéo de vidro de 125 mL. No
funil o sistema foi colocado em repouso até que houvesse a completa separacao de fases
(Figura 2).

ApOs separacgéo, a fase inferior do funil foi removida e pesada em uma balanca
devidamente tarada. A fase inferior, correspondente ao solvente, foi evaporada em estufa
a uma temperatura de 55 - 60°C durante 24 h. O contetudo restante do recipiente foi
dessecado durante 15 minutos em um dessecador a vacuo e resfriado até a temperatura
ambiente. Apos a etapa do dessecador o conteudo foi pesado novamente.

2.2.2 Soxhlet

O procedimento de controle de quantidade e hidratagdo da amostra para o método

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 13




Soxhet foi o mesmo do método Bligh & Dyer adaptado. Ap6s essa etapa adicionou-se ao
baldo de 100 mL o sistema de solvente na proporgcéo 2:2:1 previamente estabelecida. A
mistura de solventes foi colocado no sistema Soxhlet e o tempo de extracdo correspondeu
a 3h, conforme estudos de Ramluckan, Moodley e Bux (2014). O contetdo do balédo
foi resfriado e colocado em repouso até que houvesse a completa separacdo de fases
(Figura 3). Ap0Gs separacéo, a fase inferior do funil foi removida e pesada em uma balanga
devidamente tarada. O contelddo removido passou por evaporacdo, dessecamento,
resfriamento e pesagem de forma analoga ao método Bligh e Dyer (1959) adaptado.

Figura 3 - Funil de separagéo contendo o sistema de solventes em duas fases.

2.2.3 Caélculo da porcentagem de lipidios

Para calcular a porcentagem de lipidios em 1g de biomassa seca utiliza-se a seguinte
equacéo:

Sendo m, a massa do frasco contendo os lipidios e m, a massa do frasco vazio.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento experimental foi realizado em duplicata e as biomassas utilizadas
nos experimentos foram de um mesmo cultivo. Os dados da primeira etapa, correspondente
a extracdo baseada no método Bligh e Dyer (1959) com o uso do ultrassom, estédo
apresentados na Tabela 3.

° . Lise celular Pré- % de lipidio na Média

n Sistema de solvente tratamento microalga (duplicata)
1 10,89

Ultrassom (30 min) 10,78+0,16
2 CMA* 10,66
3 (2:2:1) 19,73

Autoclave (15 min) 19,94+0,30
4 20,15
5 16,73

Ultrassom (30 min) 17,31+0,82
6 CEA* 17,89
7 (2:2:1) 18,86

Autoclave (15 min) 19,27+0,59
8 19,69

CMA*- Cloroférmio/Metanol/Agua CEA* - Cloroférmio/Etanol/Agua

Tabela 3 - Dados experimentais da etapa de extragdo baseada no método Bligh e Dyer (1959) com uso
do ultrassom.

Considerando os dados obtidos por Andrade (2014), acerca da porcentagem total
de lipidio da Scenedesmus sp. correspondente a uma faixa de 19,6% a 21,1% em peso de
biomassa seca, pode-se afirmar que os resultados obtidos estdo coerentes com a literatura,
destacando os experimentos 3,4,7 e 8 por uma retirada satisfatéria e quase total da massa
de lipidio contido na microalga utilizada.

Fazendo-se a média e o desvio padrao das amostras 3, 4, 7 e 8, correspondentes as
amostras com o pré-tratamento em autoclave, tem-se o valor de 19,61+0,47, o0 que permite
afirmar que os resultados para os dois sistemas de solvente distintos com a autoclave séao
estatisticamente iguais e o valor obtido pode ser considerado a porcentagem maxima da
biomassa usada no presente experimento.

Nota-se que para ambos os sistemas de solvente os melhores resultados deram-
se com a lise celular realizada com a autoclave. Esse resultado contraria os resultados
obtidos por Lee et al. (2010) em que as porcentagens de lipidios obtidas foram de
aproximadamente 5%, em biomassa seca, com a autoclave e dentre os dois tipos de pré-
tratamento comparados no presente experimento, constata o ultrassom como o melhor
para promover o rompimento da célula. A justificativa para essa divergéncia de resultados
encontra-se no tempo de autoclave utilizado, visto que a metodologia por Lee et al. (2010)
utiliza apenas 5 minutos e nesse experimento adotou-se 15 minutos.
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Conforme Lee et al. (2010), o efeito do ultrassom no pré-tratamento causa o
rompimento da membrana celular devido a um efeito de cavitagdo, que perturba as células
microbianas rompendo-as. No caso da autoclave, a alta pressdo promovida por um maior
espaco de tempo garante uma desestabilizacdo da membrana citoplasmética da célula,
permitindo a liberacéo de mais lipidios para serem extraidos por solvente. Além disso, esse
método coagula proteinas, reduzindo a sua solubilizagdo no sistema de solventes, o que
sugere um lipidio extraido mais puro, quando se utiliza uma microfiltracdo.

O cloroférmio € um solvente que, por apresentar carater polar-apolar, & capaz
de extrair os lipidios apolares, conhecidos como triacilglicer6is associados pelas forcas
de Wan Der Walls, como também os &cidos graxos que possuem polaridades variadas.
Quanto ao etanol e ao metanol, ambos sdo solventes polares, capazes de extrair os
fosfolipidios e glicolipidios através do enfraquecimento das liga¢des de hidrogénio e forcas
eletrostéaticas que atuam sobre esses lipidios polares, ambos aliam-se tanto a 4gua quando
ao cloroférmio, sendo que o lipidio esta predominantemente contido na fase formada por
cloroférmio/metanol ou cloroférmio/etanol, garantindo uma maior recuperagdo dos mesmos
(lipidios polares e apolares).

O melhor percentual de lipidio extraido da microalga Scenedesmus sp. foi obtido
com o sistema composto por CEA. A justificativa para o melhor desempenho da extracéo
utilizando o etanol deve-se a menor polaridade do etanol comparado a polaridade do
metanol, fato observado através da menor constante dielétrica do etanol. Os lipidios
costumam ser fracamente polares com constantes dielétricas na faixa de 2 a 4, portanto,
solventes menos polares rendem maiores taxas de solubilizagéo dos lipidios (Galvéo et al.,
2013).

A segunda etapa do experimento, correspondente a comparag¢do do método Bligh
e Dyer (1959) com o método Soxhlet utilizado por Ramluckan, Moodley e Bux (2014),
calculou-se a média geral das porcentagens obtidas para ambos os sistemas de solvente
como uma forma de avaliar a eficiéncia de uma forma geral e aplicar o melhor sistema no
método Soxhlet. Os valores estdo dispostos na Tabela 4.

n° Sistema de % de lipidio na Porcentagem
solvente microalga média geral

10,89

CMA (2:2:1) 10,66 15,36+4,58
19,73
20,15
16,73

CEA (2:2:1) 17,89 18,29+1,10
18,86

—_
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8 19,69

Nota-se que, de uma forma geral a melhor média de resultados foi obtida com o sistema CEA
(cloroférmio, etanol e agua), o que ja era esperado visto que em estudos propostos por Ramluckan,
Moodley e Bux (2014), ele realiza extragdes com diversos solventes e constata melhores resultados

com o etanol.

Tabela 4 - Média geral para ambos os sistemas de solvente.

O etanol teve resultados superiores ao metanol, com a vantagem de remover uma
menor quantidade de clorofila, pigmento que também é extraido em pequenas quantidades
na extracdo de lipidios, além de, segundo Galvao et al. (2013), ter uma toxicidade menor
que o metanol, facilitando, portanto, a sua implementagéo industrial.

A combinagéo do cloroférmio e etanol em proporgdes iguais, assim como utilizado
no planejamento experimental anteriormente descrito corresponde a melhor eficiéncia de
remocéao (Figura 7).

As melhores condigcbes da primeira etapa do experimento foram reproduzidas
utilizando o método Soxhlet e os resultados obtidos estdo disposta na Tabela 4.

n° Sistema de Pré- tratamento % de lipidio na Média
solvente microalga

9 CEA Autoclave (15 min) 15,04 15,71+0,67

10 16,38

Tabela 5 - Dados da extragao de lipidios pelo método soxhlet.

Com isso pode-se concluir o método Soxhlet ndo teve melhor eficiéncia na remogéo
do lipidio da microalga com o tempo 6timo de operagéo definido por Ramluckan, Moodley
e Bux (2014), correspondente a 3 horas. Um melhor resultado pode ser obtido com um
maior tempo de refluxo do sistema soxhlet, porém nédo é interessante para a indistria um
longo tempo de operacéo, pois embora a extragdo a quente seja vantajosa, pode causar a
oxidacgao lipidica e resultar num alto custo com energia térmica.

41 CONCLUSAO

Os experimentos mostraram que, para ambos os sistemas de solvente utilizados, o
pré- tratamento com autoclave aumentou o rendimento da extragéo, sendo esse aumento
mais significativo para o sistema CMA, com um resultado superior em 8% frente a 2% a
mais no sistema CEA, que ja apresentava resultados proximos do percentual 6timo com o
pré- tratamento em ultrassom.

Os dados obtidos permitem constatar que o melhor método de extragdo quanto ao
rendimento, tempo de operagéo e custo com energia térmica foi o método Bligh & Dyer
adaptado com o uso de ultrassom. Tendo como desvantagem apenas a toxicidade dos
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solventes envolvidos.

Conclui-se por meio dos dados experimentais e em conformidade com estudos
propostos por Ramluckan, Moodley e Bux (2014), que o uso do etanol para substituir o
metanol é vantajoso, visto que para o sistema CEA removeu-se em média 18,29+1,10% e
o sistema CMA 15,36+4,58%. A justificativa para o maior rendimento lipidico com o uso do
etanol deve-se a menor polaridade desse composto que se solubiliza mais facilmente em
lipidios. Além disso, o etanol é uma substancia de baixa toxicidade, reduzindo os riscos e
gastos com seguranca operacional no caso de aplicagdes industriais.
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