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RESUMO

As microalgas sdo fontes de lipideos com potencial para producdo de biocombustiveis
e suplementos alimentares em grande escala. O presente estudo avalia o papel dos
solventes orgdnicos de tipos apolares e préticos polares (razdo 1:2) na extracdo e
quantificacdo de lipidios totais e dcidos graxos metil-ésteres (FAMEs sigla em inglés)
da micro-alga Scenedesmus. sp. As amostras da microalga liofilizadas foram quanti-
ficados os lipidios por Bligh & Dyer (B&D) modificado e pré-tratadas com acido clo-
ridrico 3 mol-L'* (com e sem HCI). O cloroférmio foi substituido pelo acetato de etila,
éter de petrdleo e éter etilico e 0 metanol por etanol, Isopropanol e terc-butanol. Os
FAMEs dos dleos de cada tratamento, com ou sem adicédo de HCI, foram quantifica-
dos por cromatografia gasosa. Os resultados evidenciaram que a maior extracdo de li-
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pidios e dcidos graxos com HCl nos tratamentos é explicada pelo rompimento
celular e liberacdo. Os solventes e dlcoois apresentaram eficiéncia adequada,
em presenca de HCI, mas éter de petrdleo e o etanol apresentaram resultados
semelhantes ao de B&D utilizado como referencia. Em conclusdo a mistura
entre solventes apolares e proticos polares aumentaram os rendimentos, es-
pecialmente para quando o éter de petrdleo ou etilico misturado com etanol
(HCI), disponibilizando os FAMEs de tipo insaturado de lipidios neutros.

RESUMEN

Las microalgas son fuentes de lipidos con potencial en producir biocombus-

tibles y suplementos alimentarios en gran escala. El presente estudio tiene

como objetivo evaluar el papel de los solventes orgdnicos apolares y préticos

polares (proporcion 1:2) en la extraccion y cuantificacion de lipidos totales

y ésteres metilicos de dcidos grasos (FAMEs sigla en inglés) en la microalga PALAVRAS-CHAVES:

Scenedesmus. sp. A las muestras liofilizadas fueron cuantificados los lipidos Acidos graxos, Rompimento

por Blight & Dyer (B&D) modificado y pre-tratadas con dcido clorhidrico 3 celular, Constante dielétrica,

mol.L'* (con y sin HCI). El cloroformo fue reemplazado por acetato de etilo, Derivatizacao.

éter de petrdleo y éter etilico, y el metanol por etanol, isopropanol y terc-bu-

tanol. Los FAMEs en los tratamientos, con o sin adicién de HCI, fueron de-

terminados por cromatografia de gases. Los resultados evidenciaron que la PALABRAS CLAVE:

mayor extraccion de lipidos y FAMEs con HCl en los tratamientos se expli- Acidos grasos, Rompimiento

ca por rompimiento de la celular y liberacion de los lipidos. Los solventes celular, Constante Dieléctrica,

orgdnicos y los alcoholes mostraron una eficiencia adecuada en presencia Derivatizacion.

de HCI, igualmente el éter de petréleo y etanol demostraron resultados si-

milares con B&D utilizado como referencia. En conclusién, la combinacién

entre los solventes apolares e préticos polares aumentaron la extraccion y KEYWORDS:

los rendimientos, especialmente cuando el éter de petrdleo o el éter etilico Fatty acids, Cell disruption,

con etanol (HCI), proporcionando los FAMEs insaturados de lipidos neutros. Dielectric constant,
Derivatization.

ABSTRACT

Micro-algae are sources of lipids with the potential to produce biofuels and
large-scale dietary supplements. The present study aims evaluates the role
of organic solvents of non-polar and polar-protic types (ratio 1: 2) in the ex-
traction and quantification of total lipids and fatty acid methyl esters (FAMEs)
of Scenedesmus microalgae. sp. The freeze-dried micro-algae samples were
quantified by modified Blight & Dyer (B&D) and pretreated with hydrochloric
acid 3 mol.L'* (with and without HCI). Chloroform was replaced by ethyl aceta-
te, petroleum ether and ethyl ether and methanol by ethanol, Isopropanol and
tert-butanol. The FAMEs of the oils of each treatment, with or without addi-
tion of HCI, were quantified by gas chromatography. The results showed that
the highest extraction of lipids and fatty acids with HCl in the treatments is ex-
plained by cell disruption and lipids release. The organic solvents and alcohols
presented adequate efficiency in the presence of HCI, but petroleum ether and
ethanol presented similar results to the B&D used as reference. In conclusion,
the mixtures between the non-polar and protic polar solvents increased the
extraction and the yields, especially when the petroleum ether or ethyl ether
with ethanol (HCI), providing the unsaturated FAMEs of neutral lipids.

89



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 16 No 2 - Julio - Diciembre 2018

José Jovanny Bermudez Sierra

INTRODUCAO

As microalgas sdo um conjunto heterogéneo de mi-
cro-organismos fotossintéticos unicelulares proca-
riontes (cianobactérias) e eucariontes que habitam
diversos ambientes como &guas marinhas, doces,
residuais, e o solo. Crescem em ampla faixa de tem-
peratura, pH e disponibilidade de nutrientes. Estima-
se que sejam responsaveis pela producao de 50% do
oxigénio e pela fixacdo de 50% de didéxido de carbono
no planeta. Possuem grande diversidade de espécies,
sendo identificadas mais de 40.000, embora se esti-
me que existam mais de 100.000 espécies. A maioria
das espécies é desconhecida quanto a composicao
bioquimica e metabdlica. As microalgas classificam-
se de acordo com o tipo de pigmentacio, ciclo de
vida, morfologia e estrutura celular. As espécies mais
estudadas para aplicacdes biotecnoldgicas referem-
se as algas verdes e diatomaceas [1,2].

As microalgas sdo consideradas uma fonte de ali-
mentacdo na industria aquicola, com elevado teor de
lipidios (12 a 51%), de proteinas (35 a 60%), pigmen-
tos (8 a 12%), hidratos de carbono (17 a 25%) e ou-
tros constituintes bioativos utilizados na industria de
alimentos e farmacéutica [3,4]. As microalgas verdes
sdo de facil cultivo e produzem biomassa com ren-
dimentos de cerca de 10 a 45 g de biomassa (seca:--
dia-m?) com producédo anual de 1340 toneladas em
peso seco e sem cinzas [5-7].

Os lipidios constituem um importante grupo de mo-
|éculas organicas, desempenhando fungdes vitais na
organizacdo e estrutura celular como; fonte de ener-
gia, sinalizador no controle celular e como receptor
de outras macromoléculas em locais alvos especi-
ficos. As microalgas sdo capazes de sintetizar uma
variedade de lipidios, incluindo dois grandes grupos;
que sdo os estruturais e de armazenamento energé-
tico. Para o primer grupo sdo compostos principal-
mente de lipidios conjugados (fosfolipidios e glico-
lipidios) de membrana. Em quanto para o segundo
grupo estd representado pela forma de triacilglice-
réis (TAGs) que podem ser convertidos em biodiesel
como ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs si-
gla em inglés) pela transesterificacdo. As microalgas
podem sintetizar e acumular lipidios até 20-50% do
peso em matéria seca [1,8]. Os rendimentos de recu-
peracdo podem depender de diversos fatores como
a espécie utilizada, condicoes de cultura (intensidade
de luz temperatura e meio de crescimento) e meto-

dologias de extracdo [9]. A possibilidade de conver-
sao de lipidios de microalgas em biodiesel levou ao
aumento do numero de pesquisas com a producdo
das microalgas. Isto induziu a busca por técnicas eco-
nomicamente viaveis para processos industriais para
obtencdo de biocombustiveis [10,11]

A resisténcia das microalgas deve-se a uma espessa
parede celular ultra rigida, que pode impedir a ex-
tracdo eficiente pelos solventes organicos dos com-
ponentes intracelulares e afetar a purificacdo [9]. Por
isso, é importante se desenvolver técnicas prelimina-
res e assistidas para se destruir a parede celular, rom-
per a estrutura da microalga e liberar os componen-
tes sem mudar suas estruturas quimicas [7,12,13].

Os lipidios das microalgas sdo obtidos por técnicas
preparativas e analiticas, entre as mais utilizadas
sdo as extracdes em frio com solventes organicos
(aproticos e proéticos), como as metodologias Bligh
& Dyer 1959 (B&D) e Folch (1957) as mais citadas
em trabalhos nesta area que como método alterna-
tivo apresenta as seguintes vantagens: menor uti-
lizacdo de volumem de solvente, de facil operacio
e menor toxicidade [14]. A metodologia inclui uma
mistura binaria entre um solvente polar (préticos) e
apolar (aproticos), gerando duas fases: uma organica
com os lipidios totais e a outra aquosa com protei-
nas, carboidratos, etc. [15,16] Esta técnica é baseada
na utilizacdo de um solvente apolar para extrair os
lipidios neutros e esterificaveis e num alcool relati-
vamente polar para os lipidios polares. No tanto, os
valores da metodologia de Bligh & Dyer (1959) fo-
ram subestimados comparados aos de Folch (1957),
em amostras de tecido marinho com mais 10% de
lipidios [13]. Esta metodologia é muito testada em
microalgas dulciaquicola e marinhas em diversas
pesquisas [17], mas o solvente utilizado o clorofér-
mio apresentam algumas desvantagens como: é um
solvente com efeitos adversos para a saide humana
e meio ambiente [9], além disso, sua estrutura qui-
mica tem uma maior constante dielétrica (CD) e mo-
mento dipolar em comparacao com outros solventes
organicos de baixa polaridade com maior afinidade a
lipidios ndo polares ou neutros (acilglicerdis).

O objetivo deste trabalho foi comparar o desempenho
de extracao de diferentes solventes alternativos em
associo com HCI 3 mol.L%, para substituir a mistura por
parte do cloroférmio como solvente organico apolar
(acetato de etilo, éter de petréleo e éter etilico) ou o
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metanol como solvente prético polar (etilico, isopro-
pilico e terc-butanol) pela metodologia B&D, determi-
nando os rendimentos de recuperacio de lipidios totais
e identificar a composicdo de 4cidos graxos dos 6leos
obtidos na microalga Scenedesmus sp.

METODOS
Coleta do material biolégico

A cepa de Scenedesmus sp BROO3. foram obtidos na
colecdo da cianobactérias e microalga, da UCP/UFV
do Departamento de Biologia Vegetal da Universida-
de Federal de Vicosa (UFV) em Vicosa, Minas Gerais.
As amostras foram inoculadas em Erlenmeyers de 50
mL utilizando meio de cultura BG11 com pH 6,5
0,1, em condicoes fotoautotréficas de crescimento
a 25°C; foto-periodo 16 (luz): 8 (escuro) h; irradiacao
60 umols fotdns-m?s. Quando os indculos alcanca-
vam concentracdes entre 10°-107células/mL?, es-
tes eram transferidos para Erlenmeyers de volume
maior, e o volume completado com meio de cultura
fresco (BG11) até a obtencio de 300 mL de inoculo.

Preparacao da amostra

As amostras liquidas, inicialmente como biomassa
liquida (cultivo), foram concentradas por centrifu-
gacao (Eppendorf 5430R) a 7000 xg, 10 minutos, a
5°C. O concentrado de células foi lavado com agua
deionizada (Millipore Direct-Q 3 UV), resuspendido
em agua e centrifugado a 2800 xg por trés vezes. As
amostras concentradas foram liofilizadas por 24 ho-
ras a -48°C (Liofilizador, terroni LS 3000, Brasil).

Extracao de lipidios por screening de reagentes

Os tratamentos foram solventes organicos apolares (Ta-
bela 1) e proticos polares (Tabela 2) com a metodologia
de B&D modificado (cloroférmio-metanol-Agua 1:2:0,8),
com ou sem adicdo de HCI 3 mol-L-1 (Vetec, 37%, Qui-
mica Fina, Brasil). A quantidade de amostra para todos
os tratamentos foi de 0,5 g de microalga liofilizada.

A biomassa liofilizada foi misturada e homogeneiza-
da com 12,5 mL de solvente organico apolar, 25 mL
do solvente proético polar e 8 mL de dgua destilada. A
mistura foi submetida a banho de ultrassom por 15
min, 50°C, 40 kHz (Ultracleaner, Brasil). E a fracao
organica extraida com um funil. A fase aquosa foi ex-

traida trés vezes com a mesma mistura inicial, com
agitacdo manual sem a etapa centrifugacao. As fases
organicas recolhidas foram passadas por papel filtro
(Whatman®, nimero 1) com sulfato de sédio anidro
(Vetec Quimica Fina). O solvente foi evaporado e os
lipidios foram determinados por gravimetria.

Derivatizacdo (HCl/metanol)

O perfil de acidos graxos foi determinado [18] com 50
mg de 6leo (misturados com e sem HCI 3 mol-L*) ob-
tidos nos tratamentos com solventes organicos apo-
lares e proticos polares, como o demonstra a figura 1.

Cromatografia em fase gasosa (CFG)

Os 4cidos graxos foram determinados por cromatografia
em fase gasosa (CFG) em cromatdgrafo com as seguintes
especificacoes e condicdes: cromatdgrafo SHIMADZU
2010, coluna: Supelco (SGE HT-5 25 m x 0,32 mm x 0,25
Kum), gas de arraste: hélio, direcdo de injecao: 270°C,
3,0 mL:min fluxo de injecao, fluxo da coluna: 6,57 mL/
min ou 85,7 cm-seg. com pressao constante, programa
de temperatura, inicia de 80°C por trés minutos, e au-

Tabela 1. Solventes organicos apolares (acetato de etila, éter
de petréleo e éter etilico) que substituiram o cloroférmio na
metodologia B&D modificado.

Solventes Organicos Apolares

Eter de Eter
petréleo | etilico

HCI 3
mol-L*

Tratamentos Acetato

de etila

T1 X
T2
T3 X
T4
T5 X
T6

Tabela 2. Solventes préticos polares (etilico, isopropilico e
tert-butanol) que substituiram o metanol na metodologia
B&D modificado.

HCI 3 Solvente proticos Polares
Tratamentos _
mol-L* | Etanol | Isopropanol | Tertbutanol
T1 X
T2
T3 X
T4
T5 X
Té6 X
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mento até 330°C, com intervalos de 12°C por minuto
e temperatura de 330°C por dois minutos, detector:
FID, gas He (30 mL:min), H, fluxo 40 mL:min, fluxo de ar
400 mL:min, temperatura de 330°C. Os FAMEs foram
comparados com os tempos de retencdo e as areas dos
picos dos padrdes auténticos fragmentados e identifi-
cados cada acido graxo recuperado, identificado e sua
quantidade determinada por amostra [19]. Seis &cidos
graxos (C16:0,C18:0, C18:1n9t, C18:1n9c, C18:2nébc,
C18:3n6 e C20:0) foram usados como padroes externos.

Analise estatistica

Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) das amos-
tras da microalga Scenedesmus sp., foram obtidos em
triplicata. O teor de lipidios totais extraidos pelo rompi-
mento acida das células da microalga com os diferentes
solventes (apolares e proticos polares) pela metodologia
B&D que foram comparados por ANOVA de uma via
e teste de Tukey, em nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

As médias dos niveis independentes entre os solven-
tes organicos e alcoois testados frente aos adiciona-
dos e ndo de HCI 3 mol-L* diferiram de zero (P<0,05)
mostrando, pelo menos, um constaste. As interacoes
desses niveis evidenciam uma dependéncia no com-
portamento nos teores de lipidios totais da microalga
Scenedesmus sp. (Tabela 3).

Extracao de lipidios por diferentes solventes
organicos apolares e préticos polares.

HCI 3 mol-L'* como agente quimico associado com a
metodologia de B&D que utilizo cloroférmio, acetato de
etilo, éter de petréleo e etilico como solventes organi-
cos apolares, apresentaram os maiores rendimentos de
extracdo de lipidios totais da microalga Scenedesmus sp.,
comparados aos nao adicionados. Os tratamentos com
HCI 3 mol-L'* com solventes testados que foram com
o éter de petrdleo (22,7%) e etanol (21,4%), ndo apre-
sentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05) na extracdo de lipidios comparada a meto-
dologia de B&D (24,5%) como o descreve a figura 2.

A extracdo de lipideos de Scenedesmus sp. com
os solventes proéticos polares (Etanol, Propanol e
Terc-butanol) foi semelhante com os resultados dos
solventes apolares com HCl 3 mol-L'* ou ndo, mas

Figura 1. Metodologia de derivatizacdo de acidos graxos da
microalga Scenedesmus sp.

1,5 mL metanol
0,5 mL solucdo HCl em
metanol 8%

1,5 mL tolueno
Incubar por 12
—

horas a 45 °C

-
_

-
FAMEs, sais de cloro,
grlicerol e agua

50 mg 6leo misurado
(com e sem HCI 3 mol L™)

Fracdo Organica

1,0 mL hexano >

1,0mLH,0,

—_—

Filtrar con sulfato
de sodio anhidro

. Sais de cloro,
glicerol e agua

Shimadzu CG 2010
CG/FID

Tabela 3. Analise de variancia dos pardmetros de solventes
organicos apolares e préticos polares frente a influéncia do HCI 3
mol-L%, na extracao de lipidios totais na microalga Scenedesmus sp.

Variaveis GL F P
Bloco 2 0,96 0,4082*
Sol. Organicos 3 22,72 <0,001*
HCl 1 160,41 <0,001*
Sol x HCI 3 527 0,0121*

Variaveis GL F P
Bloco 2 2,45 0,1220*
Alcoois 3 151,44 <0,001*
HCl 1 237,48 <0,001*
Alcool x HCI 3 32,44 <0,001*

(*) Significativo al nivel del 5% por el test F.

com maior recuperacao lipidica na amostra liofili-
zada da microalga com etanol (24,14%) e sem dife-
rencas comparados ao método de B&D com metanol
(24,5%). Os tratamentos com isopropanol e terc-bu-
tanol apresentaram niveis baixos de extracdo de li-
pidios da microalga independentemente a adicédo ou
nao de HCI 3 mol-L* (Figura 2).

Composicio de Acidos Graxos (AG)

O teor de acidos graxos totais na microalga determina-
das por cromatografia em fase gasosa (CFG) nos 6leos
obtidos com solventes organicos (apolares e préticos)
pela metodologia B&D, ao ser utilizado cloroférmio
(7,14 mg-g*) apresento maior quantidade extraida em
comparacdo com o éter etilico (6,2 mg-g*) sem diferenca
significativa (P<0,05). Em quanto, para o éter de petré-
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leo (11,95 mg-g!) evidencio o maior valor de extracio
e diferenca significativa (P<0,05) frente cloroférmio e
éter etilico como o evidencia a Tabela 4.

A utilizacdo de solventes proticos polares mostrou
maior eficiéncia na extracido de acidos graxos com a
técnica B&D (7,14 mg-g*) semelhante ao uso do eta-
nol (7,05 mg-g*) sem diferenca significativa (P<0,05).
O isopropanol (0,85 mg-g?) e terc-butanol (2,21
mg-g!) ndo apresentaram boa eficicia na extracdo de
lipidios esterificaveis detectadas por CFG (Tabela 4).

DISCUSSAO

A maior quantidade de lipidios totais de Scenedesmus
sp. extraidos com solventes apolares e proticos polares
com adicao ou nao de HCI 3 mol-L! indica a eficacia
do método quimico para o rompimento celular da mi-
croalga (Figura 4). A primeira limitaco para a extracdo
dos lipidios de sitios intracelulares da microalga é o
rompimento celular com baixo custo energético, eco-

Figura 2. Teor de lipideos totais extraidos da microalga Scenedesmus
sp. com solventes organicos apolares (Cloroférmio, Acetato de

etila, Eter de Petréleo e etilico) e préticos polares (Metanol, Etanol,
Isopropanol, Terc-butanol), com e sem HCl 3 mol-L™.
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g 10 ¢
5 c
& s
0 T v T
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*Valores com mesmas letras sobrescritas nao diferem em nivel
de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Tabela 4. Quantidade de acidos graxos extraidos com a metodologia Bligh & Dyer (B&D), solventes organicos (acetato de etila,
éter de petrdleo e etilico) e alcoois (etanol, isopropanol e terc-butanol) na microalga Scenedesmus sp.

QUANTIDADE DE ACIDOS GRAXOS mg-g't OLEO

Acidos graxos

B&D - Cloroformio/
metanol (1:2)

B&D modificado com solventes organicos apolares

Acetato etila/metanol

Eter petréleo/metanol

Eter etilico/metanol

C16:0 2,80 (39,21%) 1,63 (49,24%) 4,85 (40,59%) 2,27 (35,69%)
C18:0 ND ND ND ND
C18:1n%t 0,58 (8,12%) ND 1,21 (10,13%) 0,82 (12,89%)
C18:1n9c 1,90 (26,62%) 1,60 (48,34%) 2,15 (17,99%) 1,45 (22,80%)
C:18:2n6c 0,30 (4,20%) 0,08 (2,43%) 1,98 (16,57%) 1,17 (18,40%)
C:18:3n6 1,56 (21,85%) ND 1,76 (14,73%) 0,65 (10,22%)
Total 7,14 (100%) 3,31¢(100%) 11,952 (100%) 6,36 (100%)
AGI 59,89<% 50,77¢% 59,41% 64,31 %

B&D modificado com solventes proticos polares

Acidos graxos

B&D - Cloroformio/
Metanol (1:2)

Cloroférmio/Etanol

Clorofér Iso-propanol

Cloroférm/Terc-butanol

C16:0 2,80 (39,21%) 2,60 (36,88%) 0,49 0,54
C18:0 ND ND ND ND
C18:1n9t 0,58 (8,12%) 0,47 (6,67%) 0,08 ND
C18:1n9¢c 1,90 (26,62%) 1,50 (21,28%) 0,28 1,67
C:18:2n6¢ 0,30 (4,20%) 1,87 (26,52%) ND ND
C:18:3n6 1,56 (21,85%) 0,61 (8,65%) ND ND
Total 7,14 (100%) 7,05 (100%) 0,85¢ 2,21¢
AGI 59,89<% 63,122% 42,34% 75,6°%

AGI = Acidos graxos Insaturados. B&D: Bligh & Dyer.
Médias seguidas por mesma letra no total ndo diferencem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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ndmico, reducio de gasto de reagentes e extracdo de
contaminantes (clorofilas e/ou DNA) nos 6leos [20].
Isto torna necessario decompor a parede celular por
métodos fisico como homogeneizacao (alta pressio),
banho ultrassom, sonicacdo, micro-ondas, contato com
elementos abrasivos e pressurizacdo ou métodos en-
ziméaticos com lipases e proteases [8]. Os mecanismos
dessas técnicas sdo diferentes, mas todas visam liberar
os lipidios no citoplasma da célula, mas os solventes
organicos (aproticos e proticos) ndo tém capacidade
adequada para penetrar ou dissolver as paredes celu-
lares das células vegetais [7,21].

A metodologia B&D o cloroférmio como solvente
apolar extrator, mais com a presenca de metanol que
formara em primeira etapa um sistema monofasico
e logo com adicdo de agua, o sistema serd bifasico
com a separacido dos compostos polares e ndo po-
lares nas fases superior e inferior respectivamente
[14,22]. Para o sistema B&D apresentou a maior por-
centagem de extracdo de lipidios, inclusive com os
tratamentos com éter de petrdleo e éter etilico. O
aumento na extracdo é atribuido ao cloroférmio pela
maior polaridade maior como sua constante dielé-
trica (CD. 4,81) comparado ao éter de petrdleo (CD
1,44 a 1,88) e éter etilico (CD. 4,3), de baixa polari-
dade e CD menor que o do cloroférmio. Isto permite
extracbes com os éteres (petrdleo e etilico) em es-
pecial de petréleo por recuperar os lipidios neutros
esterificaveis (mono, di, tri-glicerdis) e acidos graxos
livres de baixa polaridade. Extraces de lipidios com
cloroférmio (B&D) pode superestimar os teores de
lipidios quando acima de 2% no tecido animal [23],
pois este solvente pode extrair lipidios de media e
alta polaridade como fosfolipidios, lipoproteinas, gli-
colipidios e esfingolipidios [24].

A cor de fracdo organica (extrato lipidico), reage com
a biomassa liofilizada da microalga Scenedesmus sp.
pela metodologia Bligh & Dyer 1959 (B&D), mostrou
cor verde escura com e sem HCl 3 mol-L. (Figura
5) e, possivelmente corantes como as clorofilas po-
dem estar presentes como contaminante no lipidio,
pois uma mistura de cloroférmio-metanol foi utiliza-
da para a extracdo de clorofilas [20,25]. A extracao
simultanea de clorofilas e lipidios de interesse para
se obtiver acidos graxos (insaturados) puros para a
producdo de biocombustiveis e suplementos alimen-
tares (6mega w-3, 6, 9) mostrou teores de clorofilas
entre 1 a 25% da massa lipidica [26].

Figura 4. Células da microalga Scenedesmus sp. a: células
testemunhas. b: células apos da aplicacdo de HCI 3 mol-L*.
(microscopia 6tica; Carl Zeiss IX51; 100x).
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Figura 5. Distribuicdo da coloracdo das fases (orgnica e aquosa)
e biomassa da microalga scenedesmus sp. na extragao de lipidios
pela metodologia Bligh & Dyer 1959 (cloroférmio/metanol).
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A utilizacdo de etanol em substituicio do metanol
nos ensaios para a extracao de lipidios da microalga
Scenedesmus sp. com a metodologia B&D com adicdo
de HCI 3 mol-L'* ndo mostrou diferencas comparado
ao método padrdo com metanol. Os Isopropanol e
terc-butanol apresentaram baixa capacidade extra-
tora com diferencas com metanol e etanol (p<0,05).
O Alcool, em qualguer metodologia de extracao, tem
a funcdo de romper as ligacdes covalentes que retém
os lipidios com proteinas e carboidratos em forma de
lipoproteinas e glicolipidios, respectivamente [27].
Os resultados com o etanol foram melhores que com
metanol, mesmo com semelhanca em algumas pro-
priedades quimicas (solubilidade, constante dielé-
trica e momentos dipolares) e formulas estruturais
entre esses compostos, que diferem, apenas, na pre-
senca de um carboneto. As propriedades desses dois
alcoois incluem a extracdo de compostos de alta e
mediana polaridade em sistemas bifasicos, como na
extracao de lipidios com a separacio de contaminan-
tes (corantes, proteinas e carboidratos) que ficam na
fase aquosa no sistema e nao interferindo na quanti-
ficacdo da fracdo organica [24,25].

Na tabela 4 evidencia-se a presenca de acido palmi-
tico C16:0, que corresponde a maior quantidade de
acidos graxos saturados (AGS) identificado (padrido
externo) na microalga estudada, nas amostras sub-
metidas nos solventes organicos e alcoois. Para a in-
dustria dos biocombustiveis quantidades apreciaveis
de AGS sio desejadas. O acido palmitico confere ao
6leo resisténcia a degradacado oxidativa em condi-
cOes de altas temperaturas e, portanto, aumenta seu
tempo de armazenamento [28]. Ao contrario, AGS
nao sdo desejados em aditivos destinados a industria
de alimentos funcionais porque, em estudos prévios,
estes AGS foram relacionados ao aumento dos niveis
de LDL no organismo, aumentando os riscos de de-
senvolvimento de doencas coronarianas [29].

Acidos graxos (AG) de origem vegetal de nature-
za insaturada como oleico (C18:1néc), linoleico,
(C18:2n6c¢) e a e g-linolénico (C18:3n6) sdo impor-
tantes para as industria dos alimentos visando a ob-
tencdo de compostos tipo dmega (W-3, 6 e 9) para
suplementos alimentares funcionais e nutracéuticos
[30,31] e para o setor da bioenergia como matéria
prima para a producdo de biocombustiveis especial-
mente o biodiesel [32]. Acidos graxos (AG) da micro-
alga Scenedesmus sp. analisados por CFG e extraidos

com solventes apolares e préticos polares (alcoois)
relatou a presenca de acidos graxos de tipo insatu-
rado como majoritarios nos 6leos extraidos. A maior
quantidade de acidos graxos extraidos nos primeiros
ensaios com éter de petréleo apresenta resultados
diferentes (P<0,05) aos do outros solventes apolares
testados, incluindo o cloroférmio que é utilizado na
técnica padrdo (B&D) indicando que o éter de petré-
leo tem uma maior capacidade de extracio de lipidios
de baixa polaridade, especialmente neutros (mono,
di, tri acilglicerdis) trans-esterificaveis associados
com 4cidos graxos de cadeia saturada e insaturada.
Na tabela 4 reporta os teores totais de acidos graxos
de natureza insaturada (AGI) recuperados com o éter
de etilico que mostrou maior porcentagem em com-
posicao (64,31%) seguida pelo cloroférmio (59,89%)
e éter de petréleo (59,41%), e por ultimo o acetato
de etila (59,41%) evidenciando também a quantida-
de mais baixa extraida no total (3,31 mg-g* m.s).

A quantidade total AG totais extraidos entre o meta-
nol (B&D) e etanol apresenta diferenca (P<0,05), que
para o segundo teve um maior porcentagem de extra-
cao de acidos graxos de natureza insaturada (63,12%)
que a comparacdo com metanol apresenta o valor de
59,89% AGI, mas estes ndo apresentaram diferenca
(P<0,05) nos valores de extracdo total de AG (mg-g).
O isopropanol e o terc-butanol contiveram o0 42,3 e
75,6% de acidos insaturados respectivamente, mas
sua extracdo total foi baixa de 0,85 e 2,21 mg-g?
m.s. respectivamente. Os &cidos oleico (C18:1né6c¢),
linoleico (C18:2né6c) e linolénico (C18:3néc) foram
mais predominantes em todos os tratamentos com
a microalga Scenedesmus sp. utilizando-se os sol-
ventes como com solventes préticos polares (etanol
e metanol). A presenca dos acidos graxos de tipo
6mega-3 (linolénico), dmega 6 (linoleico) e 6mega 9
(oleico) apresentam uma serie de propriedades anti
-inflamatérias, antitrombdticas, antiarritmicos, vaso-
dilatadores e precursor de acidos graxos de cadeia
longa. Esses efeitos benéficos foram demonstrados
na prevencao de doencas cardiacas, da hipertensao,
do diabete tipo 2, da artrite reumatoide entre outras
quando sdo utilizados em alimentos funcionais e
nutracéuticos [33]. Na industria energética a utiliza-
cao de dleos com altas quantidades de acido oleico
apresentam boas propriedades de equilibrio para a
fabricacdo de biocombustiveis [34]. Essas proprie-
dades incluem qualidade de ignicdo, combustdo em
calor, reducdo do ponto de obstrucdo de filtro frio
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em regides frias (CFPP sigla em inglés), estabilidade
oxidativa, viscosidade, lubrificacdo e numero de ceta-
no determinadas pelas estruturas dos componentes
de ésteres graxos [32,35]. O 6timo equilibrio no teor
de acidos graxos insaturados/saturados nos 6leos da
microalga com solventes organicos aproticos (éter de
petréleo ou etilico) e préticos (etanol) representa uma
alternativa adequada para a producido de biodiesel
com padrio de boa qualidade.

CONCLUSAO

A otimizacdo dos rendimentos de extracao de lipi-
dios totais da microalga Scenedesmus sp., com HCI 3
mol-L'* variou com os reagentes testados, especial-
mente com éter (petrdleo e etilico) como solvente
organico apolar e o prético polar (etanol) para al-
coois. Os teores aumentaram com a disponibilizacdo
de lipidios intracelulares pelo rompimento da parede
celular. Isto possivelmente disponibilizo a producéo
de acidos graxos metil-esterificiveis de tipo satura-
dos (palmitico) e insaturados (acido oleico, linoleico
e linolénico) pela derivatizacdo (HCl/metanol) dos
6leos obtidos como lipidios neutros (acilglicerdis)
como constituintes majoritarios presentes no inte-
rior da célula. O perfil de acidos graxos determinada
na microalga scenedesmus sp. a potencializa a pro-
ducio desta espécie como fonte promisséria de ter-
ceira geracdo de compostos bioativos (acidos graxos
essenciais tipo 6mega) utilizaveis no desenvolvimen-
to industrial na indUstria da nutricdo humana, animal
e dos biocombustiveis. Além disso, em apresentar
novas op¢oes em metodologias que utilize reagentes
com atividade quimica melhor ou semelhantes para
a extracao de metabolitos primarios ou secundarios
em amostras bioldgicas, que contribuia na seguranca
em laboratério com utilizacdo de solventes (aproti-
cos e/ou proticos) de baixa toxicidade para o opera-
dor e/ou meio ambiente.
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