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RESUMO

Os estudos utilizando as microalgas para os mais variados fins vém crescendo
significativamente nos ultimos anos. Seu potencial biotecnolégico e as vantagens de
cultivo frente a outras matérias-primas vegetais foram os principais fatores que
desencadearam essas pesquisas, destacando-se a alta produtividade de moléculas
correspondentes a carboidratos, proteinas e lipideos, destes em especial os acidos
graxos, componentes organicos usados na dieta humana, usualmente empregados
na industria farmacéutica e de alimentos. Assim, o presente trabalho teve o intuito de
determinar o perfil dos acidos graxos produzidos pelas microalgas e cianobactérias
coletadas e identificadas em ambientes aquaticos da cidade de Macapa-AP. Para
isso, foram coletadas, isoladas e identificadas quatorze espécies, dentre estas doze
foram analisadas por Espectrometria de Infravermelho — Transformada de Fourier (IV-
TF) e identificados os principais grupos funcionais presentes nas amostras. Diante
disso, considerando a espécie Scenedesmus ecornis com alta produtividade de
biomassa, a mesma foi escolhida para avaliar o melhor método de extragéo lipidica.
O método por agitagdo magnética utilizando uma mistura dos solventes cloroférmio-
hexano foi mais eficiente (40.6+3.03) na extracdo de lipideos brutos quando
comparado a extracdo por Soxhlet (10.66+£1.02), seguido pelos solventes hexano e
cloroférmio. Tanto por catalise acida (acido sulfurico) quanto por catalise enzimatica
(Lipase de Candida antarctica) usando a hidrélise seguida de esterificacdo e
transesterificacdo foi possivel identificar os ésteres etilicos de acidos graxos (acido
palmitico, linoleico, oleico e estedarico). Sendo o &cido palmitico o componente
majoritario com o0 uso de ambos os catalisadores, mas com concentracdes
percentuais distintas. No entanto, o método de hidrdlise por catdlise enzimatica foi
mais viavel para a extracao lipidica de Scenedesmus ecornis, pois o catalisador pode
ser reutilizado por até dois ciclos consecutivos, variando o rendimento de ésteres
etilicos de acidos graxos de 83% no primeiro uso para 78% na segunda utilizacao.
Assim, sugere-se que a catalise enzimatica via hidrolise-esterificacdo foi o0 método

mais viavel na extracao de lipideos da microalga Scenedesmus ecornis.

Palavras-chave: Acidos Graxos. Catéalise Enzimética. Fracéo Lipidica. Microalgas.



ABSTRACT

Studies using microalgae for a variety of purposes have been growing
significantly in recent years. Its biotechnological potential and the advantages of
cultivation compared to other raw material vegetables were the main factors that
triggered these researches, highlighting the high productivity of molecules
corresponding to carbohydrates, proteins and lipids, of these especially fatty acids,
organic components used in the human diet, usually employed in the pharmaceutical
and food industry. Thus, the present work aimed to determine the profile of the fatty
acids produced by microalgae and cyanobacteria collected and identified in aquatic
environments of the city of Macapa-AP. For this, fourteen species were collected,
isolated and identified, among these twelve were analyzed by Infrared Spectrometry -
Fourier Transformed and identified the main functional groups present in the samples.
In front of that, considering the species Scenedesmus ecornis with high biomass
productivity, it was chosen to evaluate the best method of lipid extraction. The method
by magnetic stirring using a chloroform-hexane solvent mixture was more efficient
(40.6 = 3.03) in crude lipid extraction when compared to Soxhlet extraction (10.66 +
1.02), followed by hexane and chloroform solvents. Both by acid catalysis (sulfuric
acid) and by enzymatic catalysis (Candida antarctica lipase) using the hydrolysis
followed by esterification and transesterification it was possible to identify ethyl esters
of fatty acids (palmitic, linoleic, oleic and stearic acid). As palmitic acid is the major
component with the use of both catalysts, but with different percentage concentrations.
However, the enzymatic catalysis hydrolysis method was more feasible for the lipidic
extraction of Scenedesmus ecornis, since the catalyst can be reused for up to two
consecutive cycles, with the yield of ethyl fatty acid esters of 83% being changed in
the first use to 78 % on second use. Thus, it is suggested that enzymatic catalysis via
hydrolysis-esterification was the most viable method in the lipid extraction of the

microalga Scenedesmus ecornis.

Key words: Fatty Acids. Catalysis Enzyme. Lipid Fraction. Microalgae.
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1 INTRODUCAO

As microalgas desempenham um papel indispensavel na cadeia alimentar
marinha, como fonte de alimento em varios estagios de crescimento de moluscos,
crustaceos e algumas espécies de peixes.

Além disso, estudos sobre as cianobactérias e microalgas eucarioticas como
fontes de compostos bioativos, tais como: carotendides, pigmentos, polissacarideos,
polifendis e lipideos, vém ganhando espaco no meio cientifico, pois as informacfes
que discorrem sobre as substancias presentes nestes micro-organismos, tanto
relacionadas as suas funcdes e possiveis usos, podem ser aplicadas em produtos que
agregam e/ou oferecem beneficios para a sociedade.

Entre esses beneficios estdo os trabalhos envolvendo a biorremediacao
ambiental aliada ao conceito de biorrefinaria, pesquisas denotando as atividades
antioxidantes, antimicrobianas e antidiabéticas de diversas espécies de microalgas,
predominantemente as do género Chlorella. Além disso, nota-se também relatos
sobre a intensa biodiversidade de microalgas no que concerne a regido Amazonica,
porém pouco estudadas quanto a sua viabilidade na producédo de metabdlitos.

As pesquisas evidenciando principalmente o uso de lipideos produzidos por
cianobactérias e microalgas eucaritticas para a obtencao de biodiesel tem ganhado
destaque. Tendo em vista, a necessidade e a busca por alternativas renovaveis de
energia, tanto de forma ecologicamente correta quanto sustentavel, em razédo dos
recursos advindos de combustiveis fosseis estarem cada vez mais escassos e
oNnerosos.

Em comparacdo com outras matérias-primas como os 0leos vegetais, de soja,
mamona e girassol, as microalgas nao necessitam de grandes quantidades de terras
araveis para o cultivo, possuem altas taxas de crescimento podendo assim sintetizar
e acumular rapidamente quantidades elevadas de lipideos, os quais variam com a
espécie e, além disso, geralmente as microalgas ndo competem com a cadeia
alimentar, por exemplo, a soja muito utilizada como alimento.

As microalgas sao micro-organismos fotossintetizantes capazes de combinar a
agua e o dioxido de carbono (CO32) juntamente a luz solar para produzir biomassa.
Essa pode ser produzida também em escala laboratorial a partir do cultivo em

condicbes (luminosidade, nutrientes e temperatura) que permitam a extracdo de
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lipideos, em especial, os 4cidos graxos que poderdo ser utilizados para a producéo
de biodiesel.

Outra importante caracteristica dos acidos graxos, € a sua viabilidade tanto
para a industria farmacéutica quanto a de alimentos. Com isso, destacam-se varios
produtos que em sua composicdo apresentam acidos graxos, tais como:
emulsificantes, fertilizantes, borrachas, plastificantes e suprimentos alimentares.

Os acidos graxos sdo importantes componentes da matéria organica das
microalgas. Em geral sdo encontrados na forma de triglicerideos, que por
transesterificacdo produzem mono ésteres de acidos graxos, produzidos
principalmente por alcoois de cadeia curta (etanol ou metanol) catalisada por acidos,
bases ou enzimas. Os acidos graxos tais como: o acido palmitico, acido oleico e 0s
acidos graxos considerados essenciais como: linoleico, linolénico e araquidénico ja
foram encontrados em algumas espécies de microalgas.

Vale ressaltar, 0S mecanismos necessarios para a extracao de acidos graxos
da biomassa microalgal no qual irdo selecionar os compostos conforme grau de
especificidade e seletividade do método em uso. Soxhlet, sonicacdo, fluido
supercritico, Bligh e Dyer e a extracdo enzimética sdo alguns dos varios métodos
descritos e copiosamente adaptados para otimizar o processo.

A extracdo enzimatica associada a reacdo de transesterificacdo € uma das
técnicas que vém ganhando espaco por utilizar as lipases (E.C. 3.1 enzimas que
atuam sobre os lipideos) consideradas catalisadores “verdes” ja que diminui o impacto
ao meio ambiente, pois permite que a reacao e extracao seja realizada de maneira
sustentavel ou em condi¢des brandas. Além do mais, para intensificar a extracdo &
imprescindivel, a escolha adequada da lipase e considerar parametros que podem
influenciar como: temperatura, tamanho da particula e agitacao.

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar o perfil de acidos
graxos produzidos pelas microalgas e cianobactérias coletadas e identificadas em
ambientes aquaticos da cidade de Macapa-AP com a finalidade de estabelecer
técnicas eficientes para a extracdo de acidos graxos, investigar os compostos por
Espectrometria de infravermelho — Transformada de Fourier (IV-TF), quantifica-los por
Cromatografia Gasosa e Espectroscopia de Massas (CG-EM) e estabelecer quais
espécies possuem potencial para a producéo de biodiesel sendo importantes também

para a industria farmacéutica, cosmética e de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Caracterizar o perfil dos acidos graxos produzidos pelas microalgas e
cianobactérias coletadas e identificadas em ambientes aquaticos da cidade de
Macapa-AP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar, isolar, identificar e cultivar cepas de microalgas e cianobactérias
através do meio de cultura BG-11 e do fertilizante quimico NPK;

e Extrair os acidos graxos presentes nas microalgas e cianobactérias;

e Identificar e quantificar por IV-TF e CG-EM o perfil quimico dos acidos graxos
encontrados nas espécies cultivadas;

e Estabelecer qual (is) espécie (s) possuem potencial para a produgcdo de
biodiesel sendo importantes também para a industria farmacéutica, cosmética
e de alimentos;

e Comparar a eficiéncia dos processos de obtencdo dos ésteres etilicos via

catalise enzimética (CALB) e catélise acida (H2SOs).



20

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MICROALGAS E CIANOBACTERIAS: DEFINICOES E SEUS POTENCIAIS

Os ficologistas consideram qualquer organismo com clorofila a e um talo ndo
diferenciado em raizes, caule e folhas como sendo uma alga (os primeiros organismos
fotossintéticos de agua doce e marinha da cadeia alimentar). As cianobactérias
também estdo incluidas nesta definicdo, embora sejam organismos procariéticos.
(LEE, 2008; RICHMOND, 2004).

As algas sao divididas em macroalgas e microalgas (Figura 1). Tipicamente as
Chlorophytas (algas verdes), Rhodophytas (algas vermelhas) e as Phaeophytas
(algas marrons) sdo macroalgas (PRATAMA et al., 2015), enquanto as microalgas
(com tamanhos de 3 — 20 um) representam tanto as procarioticas e eucaribticas,
pluricelulares ou unicelulares, e apresentam ampla similaridade com as plantas
superiores, como, por exemplo, a composicdo de seus carboidratos de reserva,
proteinas e pigmentos fotossintéticos. Além disso, podem ser encontradas em
diversos ambientes, desde solos férteis a desertos quentes e frios
(WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

Figura 1 — Principais grupos de macro e microalgas estudadas

Legenda: (a) Alga verde; (b) Alga vermelha; (c) Alga parda; (d) Microalgas; (e)

Scenedesmus sp. e (f) Chlorella sp.
Fonte: VISAO, 2013.
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Estima-se que existem mais de 50.000 espécies de microalgas, no entanto um
pouco menos de 30.000 mil ja foram estudadas e caracterizadas (MENDES;
VERMELHO, 2013). Estéo presentes em sua grande maioria em ambientes marinhos,
mas também colonizam ambientes dulcicolas e apresentam uma enorme capacidade
de produzir biomassa por unidade de area e tempo, devido ao seu rapido
metabolismo, possibilitando a duplicacdo da biomassa em condi¢cfes 6timas em um
tempo de apenas 24 horas, produzindo de forma simultdnea energia renovavel
(AZEREDO, 2012; PENTEADO, 2014).

As cianobactérias sdo organismos hospedeiros promissores para a produgao
de pequenas moléculas que podem ser segregadas, como etanol, butanol, 4cidos
graxos e outros acidos organicos. As microalgas eucaridticas sao interessantes para
produtos cuja armazenagem celular é importante, tais como proteinas, lipideos, amido
e hidrocarbonetos. Ambas estdo sendo estudadas para o desenvolvimento de novas
linhagens de producéo geneticamente modificadas para aumentar a produtividade dos
metabdlitos de interesse (WIJFFELS; KRUSE; HELLINGWERF, 2013).

Segundo Richmond (2004), o interesse para estes dois grupos de organismos
fototroficos reside no seu potencial, de forma semelhante aos micro-organismos
heterotréficos, para produzir biomassa para alimentos, ragcdes e insumos quimicos.
Sendo que o género Chlorella ocupa o primeiro lugar no uso comercial destes micro-
organismos.

Devido ao seu conteudo genético relativamente simples, as microalgas e
cianobactérias sdo capazes de capturar a energia solar, fixar CO2, crescer
rapidamente e sintetizar metabdlitos especificos. Assim, tornam-se excelentes
candidatas para a producédo de biocombustiveis (WANG et al., 2012).

As microalgas apresentam-se como uma fonte potencial de compostos
bioativos para a utilizagdo na industria alimenticia como nutracéuticos e na industria
farmacéutica, pois assimilam os nutrientes existentes no meio e 0s incorpora a sua
biomassa (Figura 2), gerando quantidades significativas de 6leo. A escolha da espécie
junto as condicdes de cultivo otimizadas favorece a producdo de metabdlitos que
podem ser utilizados para os mais diversos fins (MORIOKA et al., 2014; RAMIREZ-
MERIDA et al., 2015).
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Figura 2 — Microalga como um sistema de producéo de metabdlitos
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Fonte: HARISKOS; POSTEN, 2014 (Adaptado).

Essa gama de produtos surge como uma evolug&do no conceito emergente de
biotecnologia microalgal, pois tomando como base a aplicabilidade destes micro-
organismos e as propriedades especificas de cada composto e, além disso, levando
em consideracdo que pouco menos de 50% das espécies mantidas em colecbes
foram totalmente investigadas por seu conteddo quimico, pesquisas que explorem
seus potenciais sdo imprescindiveis (HAMED, 2016).

Para uso na industria farmacéutica, por exemplo, testes para detectar a
atividade antibacteriana e antifingica sdo fundamentais. Os &cidos graxos da
cianobactéria Synechocystis sp., inibiram o crescimento das bactérias Bacillus cereus,
Escherichia coli e do fungo Candida albicans (valores de Concentracao Inibitéria
Minima — CIM — de 2,5-1,25 mg mL™?, respectivamente) e as ficobiliproteinas isoladas
desta espécie, também apresentaram atividade antimicrobiana. As cianobactérias
Gleocapsa sp. e Synechocystis sp., especialmente seus exopolissacarideos
(biopolimeros), demonstraram ser potencialmente promissores contra os patdégenos
alimentares examinados (NAJDENSKI et al., 2013).
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Por apresentar varias substancias e atividades bioldgicas, de forma geral, os
estudos relacionando microalgas e cianobactérias intensificaram-se
significativamente. Algumas destas substancias e seus exemplos sao descritos na
Tabela 1.

Tabela 1 — Substancias encontradas em microalgas

Tipos de
o Exemplos
Substancias
Pigmentos B-caroteno, astaxantina, luteina, zeaxantina, cantaxantina,

clorofila, ficocianina, ficoeritrina, fucoxantina.
Acidos graxos poli- Acido docosahexaenoico (DHA), &cido eicosapentaenoico
insaturados (EPA), acido araquidénico (ARA).
Vitaminas A, Bl, B6, B12, C, E, biotina, riboflavina, &cido nicotinico,
pantotenato, acido folico.
Antioxidantes Polifendis, superoxido dismutase, tocoferois.

Outros Antimicrobianos, antifingicos, agentes antivirais, toxinas,
aminoacidos, proteinas, esterdis, aminoacidos tipo
micosporinas para prote¢ao contra a luz.

Fonte: PRIYADARSHANI; RATH, 2012 (Adaptado).

As algas tém varias aplicacdes industriais, entre estas destaca-se a
biorremediacdo ambiental e de aguas residuais como alternativas biotecnologicas
para reduzir e/ou remover a poluicdo por metais pesados, considerando varios fatores
favoraveis como: cultivo de baixo custo, alta absorcéo de ions metalicos, seletividade
de metais e propriedades mecanicas adequadas para a producdo em larga escala
(ZERAATKAR et al., 2016).

A espécie Botryococcus braunii foi associada a melhor remocéao de nitrogénio
e fésforo (79,63% e 100%, respectivamente), acumulo de lipideos (36,14%) e
predominéncia de &cidos graxos, como acido palmitico e linoleico, em comparacao
com outras 20 espécies de microalgas testadas para o crescimento em efluentes
secundarios provenientes de aguas residuais domeésticas tratadas. Isso denotou seu
uso potencial no desenvolvimento de um processo em grande escala de tratamento
terciario de dguas residuais associado a producdo de biocombustiveis (SYDNEY et
al., 2011).
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O crescente interesse no acoplamento de processos biolégicos nos
tratamentos de aguas residuais com a geracéo de produtos de valor agregado (como
oleo contendo acidos graxos) tem estimulado esforcos na adaptacdo de métodos de
extracdo para subprodutos de tratamento. A microalga Rhizoclonium hieroglyphicum
foi utilizada nos estudos de Mulbry et al. (2009) como uma alternativa para a remogao
de nutrientes de efluentes dos estrumes de laticinios, através da otimizacdo de
métodos, tais como: a extracdo em alta temperatura e pressao e a extracdo pelo
método de Folch — modificado.

Em diversos trabalhos é possivel destacar as espécies de microalgas sendo
amplamente utilizadas para os mais diversos fins. Com isso, na Tabela 2, destacam-
se alguns estudos realizados com estas e suas principais atividades biologicas até

entao relatadas.

Tabela 2 — Espécies de microalgas e cianobactérias e suas atividades bioldgicas

Espécies de
P Compostos e/ou atividades

Microalgas e . Referéncias
Cianobactérias biologicas
Chlamydomonas sp. Antioxidante Parulekar (2016)
Chlorella pyrenoidosa Polissacarideos / antioxidante Chen et al. (2016)
Limnothrix sp. C-ficocianina / antioxidante Gantar et al.
(2012)
Microcystis sp. Aeruginazole A / antimicrobiana Raveh; Carmeli
(2010)
Monoraphidium sp. Astaxantina / anti-inflamatéria e Fujii (2015)
antioxidante
Scenedesmus sp. Antibacteriana Ishag et al. (2016)
Antidiabética Gago (2016)
Spirogyra sp. Acidos graxos insaturados e Naik; Hemavani;
compostos fendlicos / antimicrobiana Thippeswamy
(2012)
Spirulina Platensis Ficocianina e ficocianobilina / Zheng et al. (2013)

protecao contra a nefropatia diabética

Quando comparada a extracao lipidica das microalgas Scenedesmus sp. e

Schizochytrium limacinum frente a extracdo de 6leo de soja utilizando isopropanol
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aquoso, Yao et al. (2013) notaram a eficiéncia da extracdo apds ruptura celular, por
agitacao ultrassonica para a espécie S. limacinum com rendimento em torno de 94-
96% do 6leo com 88 ou 95% de isopropanol aquoso. Para Scenedesmus sp. a
extracdo foi mais eficaz quando as células se encontravam intactas com rendimento
de Gleo de 86-93% com isopropanol de 70, 88 ou 95%. O rendimento do 6leo de soja
com 88-95% de isopropanol foi de 93-95%. Comprovando assim a eficiéncia da
extracdo lipidica com isopropanol aguoso para microalgas verdes.

Os compostos volateis formados pela degradacao térmica de carotendides
presentes na microalga Dunaliella bardawil foram alvos da investigacéo feita por
Tinoco et al. (2016), que detectaram 10, 12 e 120 ng mL* dos compostos B-ciclocitral,
a-ionona e B-ionona, respectivamente, utilizando agua como solvente, entre 60 e 87°C
durante 30-75 min em agitacdo; o mesmo estudo foi utilizado por aguecimento com a
irradiacéo por micro-ondas, onde 5, 5, 50 ng mL* foram obtidos entre 75-107°C por
1,5-2,8 min. Assim, sugerindo uma nova forma de obtenc&o biotecnolégica para os
carotendides desta espécie.

Em um estudo realizado por Cunha (2012), observou-se que nos rios Araguari
e Falsino, ambos localizados no Estado do Amapa, apresentaram uma enorme
biodiversidade de fitoplancton (também conhecidos por algas) quando comparado a
outros estudos na regido e no Brasil. Sendo que, a divisdo Chlorophyta e a classe
Zygnematophyceae foram as que indicaram um maior numero de taxons,
corroborando a diversidade aquatica da Amazonia brasileira e a relevancia desse tipo
de levantamento ecoldgico.

As pesquisas envolvendo o uso de microalgas nos mais diversos campos vém
crescendo exponencialmente, no entanto, o nimero de depdsitos de patentes sobre
microalgas é reduzido no Brasil quando comparado aos Estados Unidos, por exemplo.
Revelando assim uma auséncia de cultura de protecao a propriedade intelectual o que
contrapOe a biodiversidade local (BARCELLOS et al., 2012).

Ainda sdo necessarios grandes avancgos ha concepcao e no desenvolvimento
de tecnologias que possam reduzir 0s custos e aumentar os rendimentos. Somente
estudos integrados, seguindo um programa de P & D (pesquisa e desenvolvimento)
coerente e de longo prazo, bem financiado, irdo eventualmente atingir esse objetivo:
a selecdo de linhagens que produzem grande quantidade de lipideos perfeitamente

adaptadas as condicfes regionais, aliadas a melhoria genética e a otimizacdo de
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processos, certamente constituirdo as contribuicbes para as inovacdes de sucesso,
como exemplo, a biorrefinaria (AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011).

Para tornar a producéo de microalgas economicamente viavel e sustentavel, é
necessario utilizar todos os compostos produzidos de forma benéfica. A biomassa
residual pode ser fracionada ou convertida em diversas rotas energéticas para
materiais e subprodutos. Vale lembrar, que sdo necessarias observacdes quanto a:
estequiometria das células; estrutura da unidade de producdo e ao volume dos
mercados enderecaveis. Assim, viabilizando o uso da biomassa para produtos tanto
de alto valor quanto médio valor (HARISKOS; POSTEN, 2014).

Com isso, a biorrefinaria mostra-se eficaz quando aplicada, por exemplo, diante
de técnicas que promovam o isolamento de proteinas e lipideos. No entanto, outras
fracbes como carboidratos e pigmentos irdo acrescentar valor significativo para o
processo de producdo quando isolados. Vanthoor-Koopmans et al. (2013),
observaram que o campo elétrico pulsado (mais eficiente), o fluxo de fluido
supersonico e o ultrassom séo técnicas promissoras para a ruptura celular continua.
Para a tecnologia de separacdo, os liquidos i6nicos (sais formados por céations e
anions) sdo mais propicios para separar compostos hidrofébicos e hidrofilicos.

A maior parte da matéria organica pode ser utilizada para a producédo de
bioenergia por meio do processo de fermentacdo anaerdbica. Mussgnug et al. (2010)
demonstraram que a fermentacdo da alga verde Chlamydomonas reinhardtii foi
eficiente com uma producédo de 587 mL (+ 8,8 SE) de biogas g de sélidos volateis
(VS1), enquanto que a fermentagdo de Scenedesmus obliquus foi ineficiente com
apenas 287 mL (+ 10,1 SE) de biogas g VS produzido. Com relacéo a biorrefinaria,
a producdo de hidrogénio em C. reinhardtii antes da fermentacdo anaerobia da
biomassa de algas foi medida e resultou em um aumento da geracao de biogas para
123% (+ 3,7 SE). Denotando assim, que em alguns casos tém-se efeitos sinérgicos

inesperados.
3.1.1 Aplicacdes e substancias produzidas por microalgas e cianobactérias
Os polissacarideos extraidos de macroalgas e utilizados como fonte de

ficocoloides (agar, carragenina e alginato) foram os primeiros produtos comerciais

provenientes de algas. As microalgas, contudo, s6 entraram no mercado, para este
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tipo de aplicagdes, no final do século passado, quando a tecnologia de cultivo deste
organismo unicelular foi desenvolvida (BEN-AMOTZ, 2009).

Células de Chlamydomonas reinhardtii, por exemplo, quando “estressadas” e
cultivadas fotoautotréficamente ou fotoheterotroficamente, acumulam triacilglicerois
em plastidios e corpos lipidicos citoplasmaticos, atingindo cerca de 46-65% de peso
seco em acumulo de amido (MERCHANT et al., 2012).

A Chlorella vulgaris € uma espécie que apresenta vantagens biotecnolégicas
como: grande capacidade de adaptacdo, elevada producdo de biomassa,
biomoléculas como: proteinas (50%), clorofila (5%) e um grande numero de vitaminas
(LEE, 2008). Além disso, € utilizada como suplemento alimentar, em po, cipsulas e
comprimidos, em particular nos paises asiaticos, Europa e América do Norte (SILVA
et al., 2015).

Pesquisas recentes descrevem a possibilidade dos metabdlitos produzidos por
cianobactérias, dentre estas a Limnothrix, possuir potencial para desenvolvimento
comercial de compostos ndo apenas biomédicos relevantes, mas também aqueles
com aplicacdes para o controle de algas e outros micro-organismos. Outra promissora
aplicacéo, seria a producéo rentavel de biocombustiveis baseados na quantidade de
biomassa produzida por este género (BERRY et al., 2008; HONG et al., 2016).

A espécie Monoraphidium contortum foi identificada como uma promissora
candidata a producdo de biocombustiveis liquidos, caracterizados pela alta
produtividade de biomassa durante o crescimento maximo. O seu teor lipidico pode
chegar a 56%, dependendo eventualmente das condi¢es de cultivo empregadas (YU
et al., 2012; BOGEN et al., 2013).

Alguns estudos relatam a presenca de Planktolyngbya em ambientes
eutrofizados, sendo que algumas espécies sdo potencialmente neurotéxicas como
Planktolyngbya limnetica (JAKUBOWSKA; ZAGAJEWSKI; GOLDYN, 2013). E ainda,
cepas de Planktolyngbya reilingii sdo descritas por Sant’Anna et al. (2008) como
produtoras de saxitoxinas.

Pesquisas preliminares indicaram que Pseudanabaena possui a capacidade de
produzir microcistina como toxina. Outros estudos em andamento, avaliam sua
capacidade de produzir outras toxinas e sua capacidade de fixacdo de nitrogénio
(KLING et al., 2012).

O género Scenedesmus possui a sua capacidade de acumular grandes
guantidades de lipideos (TANG et al.,, 2011; REN et al.,, 2013) que podem ser



28

utilizados na producgéo de biodiesel, como aditivos alimentares ou combinados com
outras fontes de proteina (BALEN et al., 2015).

A microalga Spirogyra € fonte valiosa de compostos bioativos naturais que séo
amplamente explorados para atividades antimicrobianas, antivirais, antioxidantes,
anti-inflamatérias, citotoxicas e outras atividades biolégicas (KUMAR et al., 2015).
Nabavi (2013), em um estudo sobre as atividades bioldgicas da espécie Spirogyra
singularis identificou que o extrato possui acao antioxidante em testes de peroxidacao
de acido linoleico induzidos por hemoglobina e remog&o de perdxido de hidrogénio.
Esse mesmo extrato mostrou também uma boa atividade anti-hemolitica. Isso ocorre
devido a presenca de teores de fenol e flavonéides no extrato.

Spirulina tornou-se popularmente conhecida para o consumo alimentar devido
a grande diversidade e concentracdo de nutrientes que contém como: B-caroteno,
acido linolénico, minerais e rica em vitaminas do complexo B. E a fonte de alimento
mais nutritiva e concentrada encontrada na natureza. Possui um alto teor proteico,
gue corresponde a 60% do peso seco, lhe conferindo um elevado valor nutritivo; as
proteinas representam aproximadamente 2% do peso seco. (CAPELLI; CYSEWSKI,
2010).

Feller et al. (2015) destacaram em seus estudos sobre a composi¢céao
bioguimica de microalgas para a aplicacdo em bioprodutos e biodiesel, a espécie
Spirulina platensis com quantidades significativas de acidos graxos saturados e poli-
insaturados, respectivamente, o acido palmitico e o &cido linoleico.

De acordo com Ruffing (2014), a espécie Synechococcus elongatus quando
utilizada como célula hospedeira é capaz de realizar a conversao direta de didéxido de
carbono para acidos graxos livres. A utilizacdo de Synechococcus sp. como “tapetes”
em ambientes aquaticos, tém demonstrado sucesso em aplicacdes benéficas de

biorremediag&o para remocéo in situ e fora do local de poluentes (DUBEY et al., 2011).

3.2 CONDICOES DE CULTIVO

As condicdes de cultivo devem reproduzir ao méximo o ambiente natural da
alga, em condi¢Bes de temperatura, luminosidade, pH (potencial hidrogenidnico) da
agua, concentracbes de sais e minerais. Contudo, na realidade existem muitas
diferencas significativas, a maioria sdo impostas propositalmente. Na verdade, apos o

isolamento a partir do ambiente natural, espécies de algas sdo mantidas sob
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condi¢Oes artificiais controladas como: composi¢cao do meio, luz e temperatura. A
imposicao de um ambiente artificial sob as células sobreviventes provoca um periodo
de adaptacéo fisiologica e/ou selecéo, durante o qual o crescimento da populacéo nao
ird acontecer ou é muito lenta (BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

Em busca da otimizacdo do crescimento das microalgas para potencializar a
extracdo lipidica, o método de Taguchi (ferramenta utilizada para o melhoramento de
fatores controlaveis por meio de um planejamento experimental) foi uma alternativa
encontrada por Loures (2016) na tentativa de estabelecer a melhor concentracéo de
nitrato de soédio (NaNOs) e encontrar 0 ajuste necessario para maximizar a
concentracdo de biomassa.

De acordo com Souza et al. (2016), as condicBes de cultivo e o tempo de
incubacédo sdo imprescindiveis para a definicdo da composicéao final da biomassa. O
acumulo de moléculas de reserva como carboidratos e lipideos, importantes matérias-
primas para a producdo de biocombustiveis, pode acontecer por causa da deplecéo
de nitrogénio.

Os nutrientes presentes no meio de cultivo precisam atender as necessidades
nutricionais das microalgas para assim elevar sua produtividade. Contudo, néo existe
um meio de cultivo Unico para todas as espécies de microalgas, pois cada uma exige
uma quantidade especifica de nutrientes (RICHMOND, 2004; SIPAUBA-TAVARES;
IBARRA; FIORESI, 2009).

Com regime de nutrientes simples e barato para a cultura, uma taxa de
crescimento mais rdpida em comparagcdo com outras culturas energéticas terrestres,
uma elevada produtividade de biomassa e um perfil bioquimico atraente, a espécie
Chlorella sp. destacou-se nos estudos realizados por Phukan et al. (2011),
apresentando cerca de 18,59 MJ/Kg de conteldo energético, reafirmando sua
candidatura como fonte de bioenergia.

A aeracdo no cultivo de microalgas € um dos fatores que influencia seu
crescimento, pois é responsavel por impedir que as células se aglomerem, assim
garantindo maior incidéncia de luz sob o cultivo. A aeracao constante ajuda na mistura
do meio de cultura e auxilia a distribuigdo de forma homogénea dos nutrientes (LEE;
SHEN, 2004).

Um outro fator que interfere diretamente na composigcdo quimica das
microalgas é a temperatura. Gonzéalez-Fernandez et al. (2016) notaram em um estudo

para elucidar a digestdo anaerobica da biomassa de microalgas colhidas e cultivadas
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em aguas residuais com diferentes cenarios (1°. 23°C / 14h de iluminacao, 2°. 15°C/
14h e 0 3°. 15°C / 11h) que a temperatura afetou a produtividade de biomassa, mas
nao a concentracao final da mesma. No entanto, nestas diferentes situacdes houve
variacdes significativas no teor de lipideos, proteinas e carboidratos.

O pH também esta na lista de causas que podem modificar as condi¢cdes de
crescimento. A microalga Chlorella vulgaris apresenta elevada acumulagcdo em sua
biomassa de lipideos sob limitacdo de enxofre no pH de 7,5, resultando numa taxa de
crescimento especifico maximo de 0,541 dias? e um teor de lipideos totais de
53,43%g (SAKARIKA; KORNARQOS, 2016).

As inovacgdes no cultivo de microalgas sdo cada vez mais estudadas. Isso é
refletido na pesquisa feita por Wagner, Steinweg e Posten (2016), onde estes
utilizaram a iluminacdo LED (sigla em inglés que significa “Diodo Emissor de Luz”)
colorida, como vermelho, azul, verde e misturas, para o cultivo integrado de
microalgas e, assim quantificar os rendimentos de biomassa em compara¢do com a
luz branca. Na espécie Chlamydomonas reinhardtii foi observado uma mudanca no
tamanho e a forma de agregacdo das células frente as cores vermelha e azul
denotando uma influéncia de pigmentos sensoriais.

Culturas de microalgas em larga escala quando comparadas a producéo atual
de petroleo sdo muito dispendiosas. Diante disso, o desafio atual para o cultivo de
microalgas esta associado a diminuicdo dos custos para a producéo de biodiesel em
relacdo as plantas oleaginosas e ao isolamento e selecdo de espécies promissoras
de elevada acumulacao de lipideos (CAROLINO, 2011).

3.3 LIPIDEOS E SUAS DEFINICOES

A palavra “Lipideo” tem origem grega “Lipos” que significa “Gordura”. Portanto,
os lipideos séo insoluveis em agua, mas soluveis em solventes organicos nao polares,
tais como, hexano e éter etilico. De acordo com esta definicdo, os lipideos
representam a classe mais diversificada de macromoléculas. Uma biomembrana
tipica contém mais de cem espécies de lipideos, isso inclui moléculas que contenham
acidos graxos, esterdis, hidrocarbonetos, pigmentos e toxinas (LUCKEY, 2014; FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2016; LEBLOND; DAHMEN, 2016).

Um subgrupo de lipideos (glicerofosfolipideos, galactolipideos e sulfolipideos),

interessantes para estudo de membrana, contém segmentos que sao polares e com
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isso aumentam a capacidade de dissolugdo em agua. Esses lipideos sdo descritos
como “anfifilicos” ou “anfipaticos”, ou que contenham ambos metade hidrofébica e
hidrofilica (STILLWELL, 2013; NELSON; COX, 2014).

Segundo Junqueira e Carneiro (2012), os lipideos possuem altas regides
composta por hidrocarbonetos de cadeias longas. De acordo com suas principais
atividades, os lipideos celulares podem ser divididos em duas principais categorias:
lipideos de reserva nutritiva (comp&em-se de gorduras neutras como o glicerol) e
lipideos estruturais (constituintes de todas as membranas celulares).

Os lipideos ndo sdo apenas constituintes das membranas celulares, mas
também importantes mediadores de sinalizagdo, agindo assim como “lipideos
bioativos". Entre seus papéis proeminentes, destacam-se: regulacdo imune,
inflamacé&o e manutencédo da homeostase. As principais familias de lipideos bioativos
sdo: os classicos ecosanoides (ex. Leucotrieno Bs; prostaglandina E-z), fosfolipideos
(fosfatidilinositol), endocanabidides (araquidonilglicerol) e mediadores lipidicos pro-
resolucéo especializados (EPA e DHA) (CHIURCHIU; MACCARRONE, 2016).

Além do mais, os lipideos séo constituintes importantes da dieta humana, ndo
apenas pelo seu alto teor energético, mas também porque o0s &cidos graxos
essenciais (como EPA e DHA encontrados em Oleos de peixe), as vitaminas
lipossolaveis (A, D, E e K) e outros micronutrientes lipofilicos estdo contidos na
gordura de alimentos naturais (RODWELL et al., 2016).

3.3.1 Tipos e func¢des de lipideos

Os lipideos encontram-se amplamente distribuidos em organismos vegetais e
animais, principalmente nas membranas celulares e nas células de gordura. O termo
gordura e lipideo sao frequentemente usados indistintamente. O termo gordura é mais
familiar para os leigos pra substancias que apresentam textura claramente gordurosas
e imisciveis em agua. Exemplos familiares sdo a manteiga e as partes gordas da
carne. Em geral, os alimentos lipidicos sao indicados como gorduras (solidos) ou 6leos
(liquidos) (GURR et al., 2016).

Segundo a Resolucao da Diretoria Colegiada — RDC n°. 270/2005 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, os 6leos vegetais e as gorduras vegetais
sao produtos constituidos principalmente de glicerideos de acidos graxos de espécie

(s) vegetal (is). E as gorduras vegetais apresentam-se na forma solida ou pastosa a
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temperatura de 25°C e os 0Oleos vegetais apresentam-se na forma liquida a mesma
temperatura.

As propriedades fisicas e quimicas dos 6leos e gorduras estdo diretamente
relacionadas com o grau de insaturagcédo e o tamanho da cadeia. Um bom exemplo é
0 ponto de fusdo que diminui drasticamente com o aumento do nimero de duplas
ligacdes. O alto grau de saturacdo das cadeias (gorduras) aumenta a interacdo das
moléculas e dificulta a fluidez do material, diminuindo sua susceptibilidade a oxidacao.
Enquanto que para materiais com alto grau de insaturacao (6leos), a baixa interacao
entre as cadeias aumenta a fluidez, mas diminui a sua estabilidade oxidativa
(OLIVEIRA; SUAREZ; SANTOS, 2008; PINHO; SUAREZ, 2013).

Os lipideos séo essenciais para a vida e a existéncia das células. Dessa forma,
€ comum dividir os lipideos em: simples, compostos e derivados (figura 3). Os lipideos
simples sdo compostos que, por hidrolise total, dao origem somente a 4cidos graxos
e alcoois. Os lipideos compostos séo aqueles que contém outros grupos na molécula,
além de acidos graxos e alcoois. Sdo chamados lipideos derivados as substancias
obtidas na sua maioria por hidrélise dos lipideos simples e compostos (POL; GROSS;
PARTON, 2014; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2016).

Figura 3 — Classificacdo dos lipideos

» Oléos e Gorduras (ésteres de acidos graxos insaturados ou nao);

» Ceras (ésteres de acidos graxos e monohidroxialcoois de alto peso
molecular).

* Fosfolipideos
* Glicolipideos

» Transformacdo metabdlica dos acidos graxos (inclui: acidos graxos,
alcodis, esterdis, hidrocarbonetos, vitaminas lipossollveis, pigmentos
DEYELGEY e compostos nitrogenados).

Fonte: FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2016 (Adaptado).
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Estes lipideos apresentam varias fungdes no metabolismo humano. Os
produtos hidroliticos de triglicerideos e fosfolipideos, particularmente os acidos
graxos, tém atividades antimicrobianas. Além de serem compostos naturais, eles
possuem a vantagem de serem ambientalmente seguros e geralmente inofensivos
para o organismo em concentragdes que matam agentes patogénicos (THORMAR,
2011).

‘Do ponto de vista fisiologico e clinico, os lipideos biologicamente mais
relevantes séo os fosfolipideos, o colesterol, os triglicerideos e os acidos graxos livres”
(XAVIER et al., 2013) (Figura 4).

Figura 4 — Exemplo dos lipideos biologicamente mais relevantes

AN
)OS
OAUAEO\TW
e P

' (b) Molécula de Fosfolipideo |

/’\/WW\/\/\.)LOH

" (c)AcidoOleico | . (d)AcidoEstearico |

0 0

|
/\\/\MJ/\/V\)LOH A/\/\/\/\/\//L()H

' (e)AcidoPalmitico | . (f)AcidoMiristico |

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2017.

Os fosfolipideos apresentam-se como 0s componentes majoritarios da
membrana celular (Figura 5) que é composta por uma dupla camada lipidica que atua
como barreira a passagem de moléculas polares e ions, permitindo assim a criacado
de um meio intracelular ideal para as rea¢des bioquimicas no interior da célula. Vale

ressaltar, que a membrana celular é constituida também por proteinas e envolve
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diversas estruturas tais como: mitocondrias, cloroplastos, nucleo, reticulo
endoplasmatico (liso e rugoso), lisossomos, entre outros (DE OLIVEIRA, 2014;
NELSON; COX, 2014).

Figura 5 — Localizacao dos fosfolipideos na membrana celular
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de fosfolipideos| periférica  ligada ao lipideo
Proteina integral
(hélice transmembrana Unica) Esfingolipideo

Fonte: NELSON; COX, 2014 (Adaptado).

A estabilidade da membrana celular € mantida por uma variedade de
interacdes, dentre elas, destacam-se: intera¢des hidrofébicas entre as cadeias de
acidos graxos de moléculas fosfolipidicas; interacdes de Van Der Waals entre cadeias
de &cidos graxos, causando o agrupamento das caudas hidrofdbicas; ligacdes de
hidrogénio entre grupos-cabeca polares e moléculas de agua e interacdes
eletrostaticas entre grupos-cabeca carregados (PANDIT, 2008).

Além dos fosfolipideos, muitas membranas celulares contém glicolipideos e
colesterol. Os glicolipideos consistem de duas cadeias de hidrocarbonetos ligados a
cabeca polar que contém carboidratos. O colesterol, em contraste, consiste em quatro
anéis de hidrocarbonetos (fortemente hidrofobicos) ao invés de cadeias lineares, mas
o grupo hidroxil (OH) ligado a uma das extremidades do colesterol € fracamente
hidrofilico. Logo, ambas as moléculas sao anfipaticas devido as suas caracteristicas
estruturais (COOPER; HAUSMAN, 2007).

O colesterol é uma substancia que tem aspecto de cera e contribui para a
formacéao de certos hormonios e sais biliares podendo ser encontrado incorporado a

vérias estruturas celulares. Todas as células sdo capazes de sintetiza-lo a partir de
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precursores simples, sua rota biosintética apesar de complexa tem um dnico
precursor, o acetato. Este é convertido em unidades de isopropeno, unidades Cs que
possuem o0 esqueleto de carbono de isopreno as quais seriam condensadas para
formar uma molécula linear, precursora do colesterol, onde entdo é organizada em
estrutura ciclica (VOET; VOET, 2013; WARDLAW; SMITH, 2013).

A ciclizacdo do esqualeno produz o colesterol. O esqualeno é um
hidrocarboneto linear, quando ciclizado forma o esqueleto esteroide tetraciclico e a
cadeia lateral através de uma série de mudancas adicionais como: oxidacdes,
remocdo ou migracdo de grupos metil. A sintese e o transporte do colesterol estdo
sob regulacdo complexa de hormdnios. A enzima HMG-CoA-redutase (ou 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-CoA redutase) controla a taxa de sintese do colesterol. As proteinas do
complexo Insig, SCAP e SREBP, detectam os niveis de colesterol e provocam o
aumento da sintese ou da degradacdo da HMG-CoA-redutase (VOET; VOET; PRATT,
2014).

Os triglicerideos séo ésteres de glicerol, mono e diacilgliceréis, em que um ou
dois acidos graxos estao esterificados com o glicerol, também s&o encontrados nos
tecidos. E pouco armazenado no figado, a maior parte é secretada, empacotada com
outros lipideos e apoproteinas (proteina que liga lipideos) para formar particulas de
lipoproteinas chamadas de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) (CHAMPE;
HARVEY; FERRIER, 2012; RODWELL et al., 2016).

Nelson e Cox (2014), afirmam que outros lipideos como: ubiquinonas e as
plastoquinonas, embora presentes em quantidades relativamente pequenas,
desempenham papéis cruciais, pois sao transportadores de elétrons nas mitocéndrias
e nos cloroplastos, respectivamente. Os policetideos, por exemplo, sdo produtos
naturais amplamente usados na medicina. As chaperonas auxiliam no enovelamento
de proteinas de membrana, agentes emulsificantes no trato digestivo e mensageiros
intracelulares.

Além disso, os lipideos também séo precursores de hormdnios que auxiliam na
absorcéo e no transporte das vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) e melhoram a
textura e o sabor dos alimentos (PINHEIRO; PORTO; MENEZES, 2005).

Li-beisson, Nakamura e Harwood (2016) discorrem que para avaliar a
guantidade e a composicéo de cada classe de lipideos, métodos cromatograficos tém
sido desenvolvidos desde 1950. Os mais populares e acessiveis sdo: a Cromatografia

de Camada delgada (CCD) e a Cromatografia Gasosa (CG). As imagens de
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espectrometria de massas estdo sendo desenvolvidas e utilizadas em células de

plantas e/ou microalgas, fornecendo informacdes adicionais em relacdo a composicao

guimica lipidica. As principais caracteristicas de cada técnica sao resumidas na figura

6.
Figura 6 — Principais ferramentas para a analise de lipideos
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acoplada a espectrometria de massas.
Fonte: LI-BEISSON; NAKAMURA; HARWOOD, 2016 (Adaptado).

3.3.2 Acidos graxos: Importancia e obtencéo

Os &cidos graxos sdo compostos imprescindiveis para o bom funcionamento

do organismo podendo ser obtidos de fonte vegetal ou animal. Além disso, sdo um

grupo de moléculas organicas que fornecem a energia necessaria para a manutencao

dos processos biologicos. Em sintese, os acidos graxos possuem cerca de duas vezes

mais valor energético quando comparados as proteinas e carboidratos, e ainda, seu
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armazenamento no tecido adiposo requer menos quantidade de dgua (KREMMYDA
et al., 2011).

Os éacidos graxos sdo acidos carboxilicos compostos por cadeias de
hidrocarbonetos longos insaturados ou saturados que constituem uma das unidades
fundamentais dos lipideos, com estado de oxidagcdo tdo baixo quanto os
hidrocarbonetos nos combustiveis. As cadeias carbonicas lipidicas podem ser
classificadas em: curta (entre 2 a 6 atomos de carbono), média (entre 8 a 12 atomos
de carbono) e longa (acima de 14 atomos de carbono) (SANTOS et al., 2013;
NELSON; COX, 2014).

Além desta classificacdo, os acidos graxos ainda podem ser divididos quanto a
posicao da primeira dupla ligacao (a partir do seu radical metil, representada pela letra
grega 6mega (w) ou a partir de seu grupo funcional, representada pela letra delta A)
e quanto ao numero de duplas ligacdes (saturados, mono-insaturados e poli-
insaturados) (SOLOMONS; FRYHLE, 2011). Esta ultima, é a mais conhecida entre as

formas de classificacdo, conforme apresentado na figura 7.

Figura 7 — Classificacao dos acidos graxos

» Sem duplas ligac6es entre seus atomos de carbono.

Saturados ey o iy -
« Exemplos: laurico, miristico, palmitico e estearico.

» Com uma ligacéo dupla na molécula.
« Exemplo: &cido oleico.

* Com mais de uma ligacao dupla na molécula.
* Exemplo: dGmega 3 e oméga 6.

Fonte: XAVIER et al., 2013 (Adaptado).

“Os acidos graxos participam de diversos processos no organismo — COmo a
caracterizacdo dos lipideos no organismo em niveis plasmaticos — tém acao no
processo inflamatério e no metabolismo lipidico hepéatico e do tecido adiposo”
(MARKIEVICZ et al., 2016).

Em uma dieta normal pode-se obter os acidos graxos através do consumo de
alimentos como: peixes, ovos, 0leos vegetais e carnes. Além disso, os acidos graxos

podem ser produzidos pelo proprio organismo através de um processo chamado
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lipogénese. No entanto, nem todos os tipos sdo fornecidos por esse processo,
requerendo assim outras maneiras de suplementacdo (FERREIRA; SOUZA-
SOARES; COSTA, 2013).

Os acidos linoleico, linolénico e araquiddnico sdo &acidos graxos poli-
insaturados e, em razdo de sua a¢ao sdo considerados acidos graxos essenciais, hdo
podem ser fabricados a partir de outras substancias do corpo ou a partir de um outro
acido graxo. Eles tém que ser supridos na dieta, portanto, séo considerados nutrientes
essenciais (SIZER; WHITNEY, 2003; BARRETT et al., 2014).

Os estudos envolvendo a utilizacdo de 6leos de origem tanto vegetal quanto
animal para a obtencdo de &cidos graxos como matéria-prima, vém ganhando
destaque nos ultimos anos entre a comunidade cientifica. O uso de microalgas, por
exemplo, surge como uma alternativa inovadora e promissora em pesquisas, tendo
em vista seu potencial para armazenamento de acidos graxos e outras moléculas

importantes com atividades bioldgicas essenciais.

3.3.3 Acidos graxos e sua relagdo com as microalgas

Em geral, os lipideos presentes nas microalgas sdo derivados de acidos graxos
gue possuem de 12 a 22 carbonos, podendo ser saturados ou insaturados. Os lipideos
da célula incluem lipideos neutros (ndo possuem polaridade) utilizados como reserva
de energia, como os triglicerideos, e lipideos polares formadores de membranas
celulares, como fosfolipideos e glicolipideos (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).

As microalgas sao capazes de sintetizar os acidos graxos nos cloroplastos das
células. Em resumo, através de uma seérie de reacdes (condensacdo, reducdo e
desidratacédo) a partir da acetilcoenzima A se tem como produto final os acidos graxos
saturados. Para produzir acidos graxos insaturados, uma dupla ligacdo € introduzida
pela enzima solluvel estearoil ACP (proteina carreadora de acil) desaturase na rota
biosintética. A composicao final de acidos graxos das microalgas € definida pelas
atividades da enzima que utiliza Acil ACP na fase de terminagao da sintese de acidos
graxos (HU et al., 2008).

Pesquisas recentes tém explorado o uso de microalgas para a obtengéo de
lipideos, dentre estes os acidos graxos, principalmente os de maior valor comercial
como o acido linolénico. As microalgas Chlorella vulgaris e Chlorella minutissima

apresentaram respectivamente, acido linolénico e acido araquidonico, quando
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cultivadas a 35°C em diferentes intensidades luminosas e variagdes nas
concentracdes de bicarbonato de sédio e nitrato (COSTA et al., 2006).

A suplementacdo com a farinha de microalga Schizochytrium sp. a 3,0%
introduzida na dieta de tilapias (nome comum de vérias espécies de peixes ciclideos
de agua doce) reduziu o consumo de alimento quando induzida por 38 dias; melhorou
expressivamente a quantidade de émega 3 (acido graxo essencial) sem alterar a
gualidade da carne do filé da tilapia quando oferecida por 49 dias; e em 60 dias
aumentou o somatério de acidos graxos dmega 3 na cabeca, visceras e espinha da
tilapia na fase adulta (JORGE, 2016).

Os acidos graxos presentes nas espécies bentdnicas Klebsormidium sp. e
Stigeoclonium sp. sdo C18: 2w6 (acido linoleico) e C18: 3w3 (acido linolénico),
respectivamente (maximo de 5,4% e 11,1% de DW) e Uronema sp. rica em C16:0
(acido palmitico) (2,3% de DW). Isso indica, que as espécies Klebsormidium sp. e
Stigeoclonium sp. sédo fontes potencias de acidos graxos poli-insaturados (LIU;
VANORMELINGEN; VYVERMAN, 2016).

3.4 PRINCIPAIS METODOS PARA A EXTRACAO DE ACIDOS GRAXOS DE
MICROALGAS

O meétodo para a extragéo de acidos graxos deve ser rapido e eficiente com o
intuito de diminuir a degradacdo dos compostos presentes nas microalgas. Vale
ressaltar, que para poder iniciar a extracdo dos acidos graxos as microalgas passam
primeiramente pelas etapas de isolamento, cultivo e desidratacdo por meio de:
sedimentacdo, centrifugacdo, filtracdo, floculacdo e/ou liofilizacdo (HALIM;
DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Existem véarios métodos de extragdo, dentre estes destacam-se como mais
utilizados a extragdo com: Soxhlet, sonicacdo, método proposto por Bligh & Dyer,
fluido supercritico e enzimatico. Alguns deles mostraram rendimentos significativos de
extracdo de 6leo na escala laboratorial. Contudo, pouco ou nenhum teste piloto em
grandes escalas (producéo) foram realizados. Isso representa uma oportunidade para
a pesquisa definir tecnologias eficientes para a extracédo de 6leo de microalgas, tendo
em vista que ha uma necessidade para estes métodos de extracdo serem testados
em escalas além do laboratério (MERCER; ARMENTA, 2011).
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O aparelho de Soxhlet (inventado por Franz Von Soxhlet in 1879) € um
equipamento simples que possibilita a extracdo de uma quantidade consideravel de
o0leo quando comparado a outros métodos. O procedimento baseia-se no contato
continuo da amostra com o solvente orgéanico através do refluxo por um periodo de
tempo prolongado, em geral, é operado em uma temperatura de ebulicdo (BATISTA,
2016).

Cloroformio, etanol e hexano foram os solventes mais eficazes na extracao de
ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) pelo método de Soxhlet, onde o extrato
de cloroférmio produziu mais de 75% de EMAG, 25% a mais do que o extrato de etanol
e cerca de 58% a mais do que o extrato de hexano. Dessa forma, provando ser um
método confiavel, eficiente e muito acessivel para a extracdo de acidos graxos da
biomassa de Chlorella sp. (RAMLUCKAN; MOODLEY; BUX, 2014).

A técnica ultrassbnica é capaz de aumentar o rendimento de Oleo das
microalgas de 50-500%. Este rendimento é afetado pela for¢a ultrassonica e pelo tipo
de solvente e/ou enzima utilizado. A sonicacdo ocorre quando ondas sonoras se
propagam para o meio liquido resultando em ciclos de alta e baixa pressdo que
através da forca de cisalhamento quebram a estrutura celular mecanicamente (SUALI,
SARBATLY, 2012; VIDAL JUNIOR, 2014). Além do mais, quando relacionadas a
extracdo de materiais lipidicos de microalgas, a sonicacdo pode remover micro-
organismos contaminantes aderidos a superficie da parede celular destas
(ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014).

Com o auxilio de um sonicador a uma ressonancia de 50 Hz durante 15 minutos
foi possivel extrair os acidos graxos e quantificad-los por meio da cromatografia gasosa,
gue foi capaz de detectar a sua eficiéncia na extracao de acido linoleico presente na
espécie Chlorella sp. e acido oleico nas espécies Nostoc sp. e Tolypothrix sp.
(PRABAKARAN; RAVINDRAN, 2011).

O classico método de Bligh & Dyer (1959), originalmente proposto para
extracdo de lipideos nos musculos de peixes, € amplamente utilizado para a extracao
de &cidos graxos de microalgas por ser simples, rapido e modificavel. A mistura dos
solventes cloroférmio, metanol e agua geralmente usados na proporcéo 2:1:0,8 v/v é
aplicada diretamente sob a biomassa microalgal a ser estudada (VIEGAS, 2010).

Chatsungnoen e Chisti (2016), utilizaram 1g de biomassa seca para uma
mistura de solvente de 5 mL de cloroférmio, 10 mL de metanol e 4 mL de agua. Ao

final, comprovaram a eficiéncia na extracéo dos 6leos da pasta de biomassa floculada
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a partir da pasta de biomassa recuperada sem o uso dos floculantes (sulfato de
aluminio e cloreto de ferro) para as espécies Chlorella vulgaris, Choricystis minor,
Neochloris sp., Annochloropsis salina e Cylindrotheca fusiformis.

O fluido supercritico € uma tecnologia verde emergente que possui o potencial
de substituir a extragdo com um solvente organico (HALIM; DANQUAH; WEBLEY,
2012). Essa técnica baseia-se na utilizacdo de um fluido em condi¢cdes supercriticas
(pressao e temperatura) nas suas propriedades quimicas que se encontram entre um
liquido e um gas (CORDOBA-CASTRO et al., 2015).

Com a ajuda de CO:2 supercritico utilizando metanol e hexano como co-
solventes a baixa temperatura (37 e 55 °C) e presséao (5.9 e 7.6 megapascals (MPa),
foram encontrados EMAG de cadeia mais longa da microalga Nannochloropsis
oculata produzidos quando o metanol era o co-solvente, tais como: EPA, DPA (acido
docosapentaendico), DHA e &cido linolénico. Logo, a variagdo nos compostos
produzidos utilizando diferentes co-solventes e pressfes demonstra a afinidade do
COz2 supercritico para produzir o produto necessario (MCKENNEDY et al., 2016).

A extracdo enzimatica consiste em utilizar a 4gua como solvente e enzimas
para a degradacdo seletiva da parede celular. Contudo, € necessario selecionar
adequadamente as enzimas que serdo usadas na pesquisa, devido as suas
propriedades especificas para que ndo ocorra interrupcdo enzimatica ao longo do
processo (FU et al., 2010; ZUORRO et al., 2016).

A biomassa Umida da espécie Nannchloropsis gaditanal, ao passar pela reacéo
de transesterificagcdo, obteve a conversdo maxima de EMAG de 99,5% utilizando a
lipase Novozyme 435 (N435) de Candida antarctica como catalisador, em uma
proporcdo de massa equivalente a N435: oleo de 0,32, metanol / éleo e proporcdes
de t-butanol / 6leo de 4,6 e 7,1 cm® g respectivamente, a 40°C durante 56 horas.
Nota-se que a velocidade de reacdo como a reutilizacdo da lipase ao longo de varios
ciclos reacionais pode depender do teor de lipideos presentes na biomassa da
microalga (LOPEZ et al., 2016).

Na tabela 3 estéo relatados os principais métodos de extracdo de acidos graxos
encontrados na literatura, destacando-se as vantagens e desvantagens no uso destas

técnicas.
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Tabela 3 — Principais métodos de extracdo de acidos graxos:

Vantagens e desvantagens

Método Vantagens Desvantagens Referéncias
Soxhlet Extracao de lipideos Grandes Hounslow et al.
com alta eficiéncia; quantidades de (2016)
MedicOes diretas. solventes; Ibafiez et al. (2012)
Tempo de extracao Kumar; Singh
longo. (2016)
Sonicagao Baixo tempo de Dificuldade de Adam et al. (2012)
extracao; renovagao do Brennan; Owende
Reducao no uso de solvente; (2010)
solvente; Falta de Hamed (2016)
Extracdo a uniformidade na
temperatura ambiente distribuicao de
energia.
Bligh & Dyer Método facil e Toxicidade dos Kumar et al. (2017)
replicavel; solventes; Saravanan;
Adequado para Dificuldade do uso Madhivanan;
pequena escala. em larga escala. Saravanane (2016)
Fluido Alta seletividade; Equipamento caro; Herrero et al. (2015)
supercritico N&o toxico; Custo Operacional. Kumar et al. (2017)
Baixo Custo; Santana et al.
(2012)
Extracéo Compostos organicos  Custo elevado da Sani; Daud; Aziz
enzimatica volateis ndo sao enzima (2013)
produzidos;

“Ambientalmente

amigavel”

3.4.1 Reacgéo de transesterificagéo e seus catalisadores

A transesterificacdo é uma alternativa frente a processos como: microemulséo

e pirélise, pois € relativamente simples, promovendo a obtencéo do biodiesel com
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propriedades semelhantes ao diesel de petréleo, a partir de gordura animal ou 6leos
vegetais (SALEH; TREMBLAY; DUBE, 2010).

A transesterificacdo consiste na reacdo quimica onde o composto a ser
analisado € constituido essencialmente de triglicerideos, como um mono-alcool de
cadeia curta na presenca de catalisador, induzindo a formacdo de mono-ésteres e
glicerina. No passo que a esterificacdo consiste na reacdo de &acidos graxos com
mono-alcoois na presenca de catalisadores, levando a formacdo de mono-ésteres e
agua (SUAREZ; MENEGHETTI, 2015).

Vale lembrar que, a esterificagdo de 4cidos graxos livres com alcoois de baixo
peso molecular € considerada um processo prévio a transesterificacdo quando os
substratos apresentam alta acidez, para converter acidos graxos livres em ésteres
metilicos ou etilicos, evitando assim a saponificacéo (formacgéo de sab&o) (CEBIN et
al., 2012).

Considerando o processo para a obtencéo de biodiesel a partir de microalgas,
as etapas de colheita da biomassa, secagem do material bruto e a extracéo de lipideos
com solvente por exemplo, o hexano, sdo essenciais no decorrer do procedimento.
Ressalta-se ainda, que a extracdo esta sujeita a um processo de transesterificacao,
onde trés acidos graxos de uma molécula de triacilglicerideos reagem
consecutivamente com alcool, tipicamente metanol, com o auxilio de um catalisador
para formar EMAG e glicerol (SCHLAGERMANN et al., 2012).

A viabilidade da producéo de biodiesel a partir das microalgas foi investigada
por Nautiyal, Subramanian e Dastidar (2014) como matéria-prima para producao de
biodiesel de terceira geracdo. Notou-se que, a extracdo com hexano e posterior
transesterificacdo catalisada por acido sulfurico (H2SO4) do biodiesel de Spirulina é
composto principalmente por éster metilico de acido palmitico. Enquanto isso, o
biodiesel das algas de uma lagoa local (Nova Deli, india), também extraidos com
hexano, tem mais porcentagem de &cido oleico e palmitico.

O uso de catalisadores nas reacdes para a producao de biodiesel € comum.
Diante disso, podemos classificar os catalisadores em: acidos, alcalinos, enzimaticos
e heterogéneos. Ambos tém caracteristicas peculiares consideradas fundamentais
como: a atividade, seletividade e especificidade que aliadas as suas propriedades
secundarias, morfologia, resisténcia mecéanica, estabilidade térmica e
reprodutibilidade, podem ser aplicados em reagdes especificas (SILVA, RODRIGUES,
NONO, 2008).



44

O &cido cloridrico (HCI) e 0 H2SO4 séo exemplos de catalisadores acidos. Estes
na reacao de transesterificacdo sdo Uteis para converter a matéria-prima de acidos
graxos livres em ésteres fornecendo bons rendimentos. No entanto, a velocidade de
reacdo € lenta e geralmente, requer altas temperaturas para converter triglicerideos
em ésteres metilicos (GERPEN, 2005; MATHIMANI; UMA; PRABAHARAN, 2015).

A aplicacdo de catalisadores alcalinos como por exemplo, o hidréxido de sodio
(NaOH) e o hidroxido de potassio (KOH) sdo mais frequentemente utilizados
comercialmente, pois além de serem manipulados com facilidade sdo menos
corrosivos e favorecem a transesterificagéo do triglicerideo em cerca de 4.000 vezes
mais quando comparada aos catalisadores acidos. Contudo, os acidos graxos livres
podem reagir com o catalisador basico e formar agua e sabéo, resultando na perda
de catalisadores alcalinos durante o processo de reacao (HUANG et al., 2010; TIAN;
LI, 2016).

A alta producéo de acidos graxos livres em microalgas pode gerar o sabdo
como subproduto durante a transesterificacdo alcalina. Assim, catalisadores
heterogéneos (Amberlyst-15 e catalisadores baseados em ZrTiO) foram utilizados
para transformar acido oleico em biodiesel por Veillette et al. (2017) nas microalgas,
Scenedesmus obliquus e Chlorella protothecoides, os lipideos de C. protothecoides
permitiram atingir uma conversao maior (84%) em relacéo aos lipideos de S. obliquus
(34%). Contudo, ambas as espécies sofreram limitacdes de transferéncia de massa,
devido a impurezas, revelando a necessidade de estudos adicionais sobre a
transesterificacdo alcalina dos lipideos remanescentes do biodiesel.

Dentre as enzimas utilizadas como biocatalisadores na reacdo de
transesterificacdo de triglicerideos, as lipases se destacam para a producdo de
biodiesel. Essas enzimas sao classificadas como enzimas hidroliticas (hidrolases),
pois hidrolisam triglicerideos em seus respectivos acidos graxos e glicerol (FERREIRA
et al., 2016; ROSSET et al., 2013).

As reacdes enzimaticas geralmente podem ser realizadas em temperatura
ambiente, pH proximo ao neutro e a velocidade de reacédo catalisada por enzima pode
chegar até 10'? vezes maior do que as nao catalisadas (ROSSET et al., 2011). Além
disso, possuem boa tolerancia ao nivel de acidos graxos livres onde a reagao ocorre
em condicbes moderadas e ndo h& poluicdo para o ambiente natural. Entretanto, as
enzimas sao mais caras e alguns produtos quimicos produzidos durante a reacao

podem ser toxicos a enzima (ARENAS et al., 2016).
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3.5 NOVAS PERSPECTIVAS: USO DE BIOCATALISADORES

A crescente necessidade de substituir os produtos a base de petrdleo para lidar
com as preocupacdes globais relacionadas as alteracdes climaticas suscitou um
interesse consideravel pelos micro-organismos fotossintéticos. As cianobactérias, em
particular, possuem grande potencial como biocatalisadores para combustiveis e
produtos quimicos. Entretanto, o campo ainda é imaturo e muitas preocupacdes sobre
a viabilidade econdémica do potencial biotecnolégico de cianobactérias permanecem
(GUDMUNDSSON; NOGALES, 2015).

Em varios relatos recentes relacionados a biocatalise, um enorme “pool” de
biodiversidade foi encontrado em ecossistemas marinhos que € considerado um
reservatoério natural rentavel para adquirir um inventario de biocatalisadores Uteis, pois
suas prOprias caracteristicas em habitat, como: tolerdncia ao sal,
hipertermoestabilidade, barofilicidade e adaptabilidade ao frio sdo apontadas como
aspectos importantes do ponto de vista biotecnolégico associadas as novas
caracteristicas quimicas e estereoquimicas desses biocatalisadores (TRINCONE,
2011).

As actinobactérias marinhas sdo bem reconhecidas por sua capacidade de
produzir produtos naturais valiosos, além de produzir enzimas Unicas responsaveis
pela biossintese de produtos naturais. Muitas actinobactérias marinhas também
produzem enzimas hidroliticas que sdo capazes de degradar varios biopolimeros,
como celulose, xilano e quitina. Estas enzimas sao importantes para produzir
biocombustiveis e bioquimicos de interesse de biomassa renovavel por isso é
estudado seu uso como biocatalisadores (ZHAO; XU; CHEN, 2016).

3.6 COMBUSTIVEIS FOSSEIS x BIODIESEL

Atualmente, os combustiveis derivados do petréleo, carvdo e gas natural sao
utilizados como a maior fonte de energia ainda consumida pelo mundo. Os Estados
Unidos foram lideres mundiais de comércio de petréleo durante muito tempo, até
descobrir-se as reservas do Oriente Médio (CEMIG, 2012).

No Brasil, o preco do barril de petroleo foi cotado em R$ 221,46 em 2013, mais
que o dobro da média cotada em 2004 (R$ 89,21) (ANP, 2014). Contudo, avalia¢des

pessimistas denotam que essas fontes sdo limitadas e estima-se que num futuro
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proximo ocorra o esgotamento (RODOLFI et al., 2009; SMITH et al., 2010), logo é
imprescindivel a busca por fontes alternativas promissoras que garantam as
necessidades energéticas (MUTANDA et al, 2011).

Nesta conjuntura, ha uma mobilizagdo internacional e de maneira imparcial
entre os setores académicos, industriais, sociais e governamentais com énfase no
desenvolvimento de processos biotecnolégicos sobre o tripé de sustentabilidade
ambiental, social e econdmica, com empenho na diversificagcdo da matriz energética
como fonte de energia renovavel, ou seja, biocombustiveis (HAKALIN, 2014).

Diante disso, as microalgas e cianobactérias apresentam se como uma fonte
alternativa e que podem gerar diversos tipos de biocombustiveis a partir de seus

metabdlitos (Figura 8).

Figura 8 — Tipos de biocombustiveis que podem ser produzidos por microalgas e

cianobactérias

Producédo de Hidrogénio J Bio-hidrogénio
Proteinas J Biometano
Microalgas e ) ) ’
D Carboidratos J Bioetanol
Lipideos } Biodiesel

Fonte: KUMAR; SINGH, 2016.

Os biocombustiveis no Brasil tém se destacado ha algum tempo através da
utilizacdo de &lcool como combustivel ou sob a forma de uma mistura de 22 a 25% de
alcool na gasolina. Ultimamente, sdo produzidos 28 bilhdes de litros de etanol por ano
a partir da fermentacdo do acucar da cana-de-acucar, desse modo, 0 pais entra em
uma posicao favoravel levando em consideracao os termos de emissdo de CO2 em
relacdo a outros paises (MAPA, 2014).

O biodiesel tem se revelado uma fonte alternativa em substituicdo ao 6leo
diesel fossil, diante disso, diversos fatores influenciam o uso de biodiesel no mundo e

no Brasil. Na Europa o principal motivo para a utilizacdo do biodiesel esta ligado as
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guestdes ambientais; nos Estados Unidos, as questbes estratégicas de garantia de
suprimento de combustivel em preco e quantidade adequados, e, no Brasil, a questéo
social (OSAKI; BATALHA, 2011).

No Brasil, o diesel é o combustivel mais utilizado, compondo cerca de 57,7%
dos combustiveis liquidos. Em 2010, sua producdo foi de 45 bilhdes de litros,
adicionados de 9% importados para suprir a demanda interna. O transporte rodoviario
€ 0 setor que mais usa o diesel, representando 75% do total, seguido do uso
agropecudario, com 14%, e 5% para geracao de energia elétrica nos sistemas isolados.
O consumo de o6leo diesel e biodiesel por regides no Brasil € de 37% na regiao
Sudeste, 16% no Sul, 30% no Nordeste, 9% no Centro-Oeste e 8% no Norte (ANP,
2014).

Para a producdo de biodiesel, trés geracbes de matérias primas sao
amplamente utilizadas, tais como: culturas alimentares, culturas n&o alimentares e
derivados de microalgas, sendo esta a Unica fonte que pode ser desenvolvida de
forma sustentavel no futuro (AHMAD et al., 2011).

A Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), por
intermédio da lei n°. 11.097 de 13 de janeiro de 2005, definiu biodiesel como:
“biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustao
interna com ignicéo por compressao ou, conforme regulamento, para geracao de outro
tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem
fossil”.

O biodiesel é um combustivel produzido a partir de 6leos vegetais ou de
gorduras animais. Dezenas de espécies vegetais presentes no Brasil podem ser
usadas na producéo do biodiesel, entre elas soja, dendé, girassol, babacu, amendoim,
mamona e pinhdo-manso. Entretanto, o 6leo vegetal in natura € bem diferente do
biodiesel, que deve atender a especificacdo estabelecida pela Resolugdo ANP n°
7/2008 (ANP, 2014).

Para a producédo de biodiesel é importante a escolha da matéria-prima e isso
dependera de alguns critérios como o teor de oOleo por area de cultivo; o custo de
producédo deve ser acessivel a tal ponto que o preco do produto final seja equivalente
ao diesel de petréleo; o balanco energético da cultura deve ser favoravel, os
subprodutos da extracéo do éleo devem ser aproveitados; a cultura deve ser propicia
para a regido onde ela se encontra e o biodiesel produzido deve atender as

especificagcdes dos motores (TEIXEIRA, 2006).


http://nxt.anp.gov.br/NXT/gateway.dll/leg/resolucoes_anp/2008/mar%C3%A7o/ranp%207%20-%202008.xml?f=templates$fn=document-frame.htm$3.0$q=$x=$nc=8430
http://nxt.anp.gov.br/NXT/gateway.dll/leg/resolucoes_anp/2008/mar%C3%A7o/ranp%207%20-%202008.xml?f=templates$fn=document-frame.htm$3.0$q=$x=$nc=8430
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Os oOleos encontrados nas microalgas possuem caracteristicas fisico e
guimicas (grau de insaturacao dos acidos graxos) similares aos dos 0leos vegetais e
esta vantagem, dentre indmeras outras, corroboram 0 apontamento para as
microalgas como sendo matérias-primas favoraveis para a producdo de
biocombustiveis (HALIM et al., 2011). A tabela 4 evidencia as principais diferencas

entre as matérias-primas utilizadas para produzir biodiesel.

Tabela 4 — Relacédo entre o biodiesel produzido de microalgas e cianobactérias com

derivados de Oleos vegetais

Biodiesel produzido por Biodiesel produzido
Aspecto . . - ) .
microalgas e cianobactérias de dleos vegetais
Tecnologia Cultivo bioldgico da célula Agricultura
] . 5-7 dias por batelada de .
Periodo de producao _ Varios meses ou anos
cultivo
Conteudo de 0Oleo Entre 30-50% Inferior a 20%
Terra (solo) ocupado 0,010-0,013 hectare para 2,24 hectares para
para producéo produzir 1x103L de dleo produzir 1x103L de 6leo
Potencial de o o
llimitado Limitado

desenvolvimento

Fonte: DA ROS, 2012.



49

4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo experimental contou com as amostras de microalgas e cianobactérias
que foram coletadas na Lagoa dos indios (48°76'15"W 00°37°'79"N) e na Area de
Protecdo Ambiental do Curiad (51°01’10"W 00°12’58”N) ambas na cidade de Macapa-
AP, e também com as disponiveis no Laboratério de Cultivo de Algas e Bioprospeccao
(LACAL) da UNIFAP.

4.2 COLETA, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

Com auxilio de uma rede de fitoplancton de 20 um acoplada a um copo coletor
de 200 mL, foi realizado o arraste horizontal na superficie da agua por inUmeras vezes
até a coleta final de espécies de microalgas e cianobactérias. Logo apds, as espécies
foram cuidadosamente transportadas ao LACAL para analise. O isolamento baseou-
se na técnica de diluicdo da amostra de 1 em 1 mL com agua destilada fracionadas
em uma lamina até se observar em microscopia éptica apenas uma célula da espécie
na qual foi identificada baseada nos dados descritos na literatura e, posteriormente

colocada sob cultivo laboratorial em seus respectivos meios de cultura.

4.3 SOLVENTES E REAGENTES

Solventes: O cloroférmio (CHCIz) foi adquirido da Vetec®, o hexano (CeH14) da
Synth Brasil e o etanol (CH3CH20H) foi obtido da Dinamica, ambos apresentando
graus de controle de qualidade P.A.

Reagentes: O acido sulfarico (H2S0a4), e o sulfato de sodio (Na2SOa4) anidro
foram adquiridos da Synth Brasil. O nitrato de so6dio (NaNOs3), o fosfato de potassio
dibasico (K2HPO4), o sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20), o cloreto de
calcio dihidratado (CaCl2.2H20), o &cido citrico (HOC(COOH)(CH2COOH)2), o citrato
de amonio férrico (CeHsO7 xFes + yNH3), 0 4cido etilenodiamino tetra-acético disodio
dihidratado (Naz2 EDTA), o acido bdrico (HsBO3), o cloreto de manganés tetrahidratado
(MnCl.4H20), o sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0O4.7H20), o0 molibidato de sédio
dihidratado (NazMo00a4.2H20), o0 sulfato de cobre pentahidratado (CuSOa4.5H20), o
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nitrato de cobalto hexahidratado (Co(NO3s)2 6H20) e o carbonato de sédio (Na2COs)
foram obtidos da Sigma-Aldrich®. Enzima: Lipase de Candida antarctica (CALB) —
Novozyme 435® (5.000 U) — obtida da Sigma-Aldrich®.

4.4 EQUIPAMENTOS

4.4.1 Espectrometria de Infravermelho — Transformada de Fourier (IV-TF)

Os espectros de Infravermelho foram obtidos por meio do equipamento
Espectrémetro de IV-TF, interferdbmetro tipico Michelson.com, acessorio refletancia
total atenuada (ATR), de diamante (Spectrum Two FT, PerkinElmer Inc., Waltham,
MA, EUA) com detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS). A faixa espectral
de 350 a 4000 cm, com resolugdo de 0,5 cm. Algoritmo Compensacado de Vapor
Atmosférico (AVC) para corrigir absor¢do de CO:z e H20. As analises foram realizadas
no Laboratoério Forense da Policia Técnico Cientifica do Estado do Amapa (POLITEC-
AP). As amostras solidas, previamente secas em liofilizador (12h), foram analisadas

individualmente no equipamento (aproximadamente 5 mg).

4.4.2 Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas em um aparelho
Shimadzu/GC 2010, acoplado a um auto injetor Shimadzu/AOC-5000 e um detector
de massas (Shimadzu MS2010 Plus) com impacto de elétrons (70 eV) equipado com
uma coluna de silica fundida RTX-5. Os parametros foram: razdo de split 1:20, hélio
como gas de arraste, volume de injecdo de 1,0 uL, temperatura do injetor: 250°C,
temperatura do detector em 250°C, temperatura inicial da coluna: 50°C,
permanecendo por 1 minuto, taxa de aquecimento de 5 °C/minuto até 250°C. O tempo
total da analise foi de 45 minutos. A identificacdo dos acidos graxos presentes na
biomassa foi realizada pela derivatizacdo dos ésteres correspondentes contidos na
biblioteca do CG-EM (MS database, NIST 5.0).
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4.4.3 outros equipamentos

Foi utilizado um microscopio 6ptico da marca Nikon modelo E200. A balanca
analitica utilizada foi da marca Bioprecisa® modelo FA2104N. A mesa agitadora
shaker orbital analégica modelo SP-180/A. Evaporador rotativo modelo RV-10. E a
estufa da SPLABOR modelo SP-200.

4.5 MICRO-ORGANISMOS

As espécies isoladas neste estudo foram: Cianobactérias: Limnothrix

planctonica, Planktolyngbya limnetica, Pseudanabaena mucicola, Spirulina platensis

e Synechococcus sp.; Microalgas eucarioticas: Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella

pyrenoidosa, Chlorella vulgaris, Monoraphidium contortum, Scenedesmus
acuminatus, Scenedesmus baculiformes, Scenedesmus ecornis, Scenedesmus
ovalternus, Spirogyra communis.

4.6 MEIO DE CULTIVO E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O meio de cultura sintético BG-11 (ALLEN, 1968) apresentou na sua

composicao diferentes sais, conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5 — Composicéo do meio BG-11

_ Estoque Volume/L Concentracéao
Composicéao
(g/L) (mL) final (g/L)
NaNOs 150 10 1,5
K2HPO4 40 1 0,04
MgS0Oa4.7H20 75 1 0,075
CaCl2.2H20 36 1 0,036
Acido citrico 6 1 0,006
Citrato de amdnio férrico 1 0,006
Na2 EDTA 1 1 0,001
*Micronutrientes - 1 -
Carbonato de sodio 20 1 0,02

Fonte: ALLEN, 1968.
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O meio de cultivo BG-11 foi utilizado para as cianobactérias, pois € um meio
rico em nutrientes. Nota-se que na Tabela 5 existe uma composicdo de
micronutrientes que enriquece o meio de cultura BG-11. Esta solugdo de
micronutrientes € descrita detalhadamente na Tabela 6 onde é possivel observar a

guantidade em g/L de cada substancia.

Tabela 6 — *Solucéo de micronutrientes: BG-11

Micronutrientes g/L
H3BOs3 2,86
MnCI.4H20 1,81
ZnS04.7H20 0,222
Na:Mo00O4.2H20 0,39
CuS04.5H0 0,079
Co (NOg)2 6H20 0,049

Fonte: ALLEN, 1968.

O fertilizante quimico NPK (Nitrogénio, Fosforo e Potassio), também chamado
de macronutrientes, foi utilizado principalmente para aumentar a biomassa de

espécies de microalgas. Seus nutrientes sédo descritos na Tabela 7

Tabela 7 — Composicédo do meio NPK (15:05:05)

Composicéao Quantidade
Nitrogénio (N sol. em agua) 15% (54g/L)
Fosforo (P20s sol. em agua) 5% (16g/L)
Potéassio (K20 sol. em agua) 5% (22g/L)

Fonte: BAUMGARTNER et al. (2013) — Adaptado.

As culturas de microalgas e cianobactérias foram submetidas a aeracéo
constante, intensidade luminosa equivalente a 32 umol m?2 s (fotoperiodo de 12
horas) temperatura de 25°C (Figura 9). As culturas ficaram dispostas em frascos do

tipo Erlenmeyer com um volume de 2,0 L permanecendo por 30 ou até 60 dias.



Figura 9 — Cultivo laboratorial de espécies de microalgas
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

4.7 EXTRACAO DA BIOMASSA SECA POR LIOFILIZACAO
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A biomassa umida foi decantada em frascos garrafa para cultura celular de 450

mL adquiridos da TPP®, pelo periodo de 24 horas. Posteriormente, a biomassa Umida

residual foi transferida para placas de petri, identificadas e congeladas. Apoés

congelamento total, as amostras foram liofilizadas por 12h (modelo Enterprise | em

aco inoxidavel AISI 304). A figura 10 ilustra como as placas ficaram apos liofilizacao

da biomassa.

Figura 10 — Biomassa liofilizada em placas de petri

Legenda: (A) Limnothrix sp.; (B) Scenedesmus acuminatus; (C) Spirulina sp.
Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.
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4.8 METODOS DE EXTRACAO DE ACIDOS GRAXOS

Para a extracdo de acidos graxos da biomassa (liofilizada) foram estabelecidos
trés métodos. A biomassa foi obtida conforme procedimento descrito na se¢édo 4.7. A
primeira metodologia foi a extragcdo por Soxhlet utilizando como solventes, cloroférmio,
hexano e uma mistura 1:1 destes (descrito na secéo 4.8.1). A segunda foi a extracéao
por agitacdo magnética usando os mesmos solventes da primeira metodologia. E a
terceira foi por meio da reacdo de hidrélise via catalise enzimética (CALB) e via
catalise 4cida (H2S04) (D’OCA et al., 2011). As metodologias descritas a seguir, foram
comparadas entre si, para avaliar a influéncia do método na extracdo do perfil de

acidos graxos da microalga Scenedesmus ecornis.
4.8.1 Extracdo por Soxhlet

Para a extracdo via Soxhlet foi utilizado 1,0 g da biomassa seca da microalga
Scenedesmus ecornis, transferida para um baldo de fundo redondo, contendo 50 mL
do respectivo solvente, a mistura foi aquecida e permaneceu em refluxo por 3 h,
equivalente a quatro ciclos. Ao final da extragéo o extrato foi seco com sulfato de sodio
(Na2S0a4) anidro e filtrado, o excesso de solvente foi rotaevaporado e a amostra foi

pesada e armazenada para analise gravimétrica (Figura 11).

Figura 11 — Método de extracdo por Soxhlet
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2017.
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4.8.2 Extracdo por Agitacdo Magnética

Nesta etapa, foi utilizado 1,0 g da biomassa seca da microalga Scenedesmus
ecornis, transferida para um becker de 150 mL, contendo 50 mL do respectivo
solvente. A reacao foi mantida sob agitacdo magnética constante (300 rpm) por 3 h.
O extrato foi filtrado através de funil de buchner para separar a biomassa seca e
lavados com hexano (3 mL). A fase organica foi seca com Na2SO4 anidro e filtrada
novamente. Por fim, o solvente foi rotaevaporado e a amostra foi pesada e

armazenada para ser analisada por gravimetria (Figura 12).

Figura 12 — Método de extracdo por agitacdo magnética
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2017.

4.8.3 Reacdo de Hidrodlise
4.8.3.1 Via catalise enziméatica (CALB)

Neste estudo, utilizou-se 1,0 g da biomassa seca da microalga Scenedesmus
ecornis para 50 mL de 4gua destilada e 200 mg (20% m/m) de lipase CALB. A reacao
permaneceu em agitacao orbital constante (150 rpm) por 72 h a temperatura de 30°C.
Ao final do processo a reacéo foi filtrada a vacuo e lavada com 30 mL de hexano. A
lipase retida no papel de filtro foi lavada com 3 mL de hexano, seca em capela (24 h)
e armazenada para posterior reuso. Apos a filtracdo a vacuo da amostra, com o auxilio

de um funil de decantacdo as fases foram separadas, em seguida, adicionou-se
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Na2S0O4 anidro e filtrou-se novamente a amostra, onde o excesso de solvente foi

rotaevaporado e o extrato foi pesado e armazenado (Figura 13).

Figura 13 — Método de extracao por hidrdlise via catalise enziméatica

[ 30 mL de hexano ]

Lavada ¢/ hexano 3 mL; |
Seca (24h)
? Armazenada
* lgdaespécie S. ecornis; <’
* 50mL de H,O destilada; | B
+ 200mg de CALB. r ' { Na,SO,
Rotaevaporado

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2017.

Posteriormente, adicionou-se 161,0 mg do O6leo extraido da microalga
Scenedesmus ecornis, 16,1 mg (10% m/m) da lipase CALB e 500,0 pL de etanol P.A.
99,9% em um frasco vial (3 mL). A reacao foi mantida sob agitacdo constante por 24
h em agitador orbital (150 rpm) a temperatura de 30°C. Apds isso, a reacao foi filtrada
e lavada com hexano (3 x 1 mL) e seca com Na2SOa4 anidro. Finalmente, 0 excesso
de solvente foi evaporado e analisou-se o perfil cromatografico da amostra em CG-
EM (Figura 14).

Figura 14 — Reacdao de transesterificacéo (1° uso)
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2017.
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4.8.3.2 Via catdlise acida (H2S04)

Para comparar a eficiéncia do catalisador durante a reacdo para a extracao de
oOleo, foi testado também a reacdo de hidrdlise via catélise acida, onde 1,0 mL (20%
m/v) de acido sulftrico concentrado (H2S0a4), utilizado como agente catalisador, e 1,0
g da biomassa seca da microalga Scenedesmus ecornis foram colocados em um
frasco Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de agua destilada. A reacdo permaneceu
em agitacdo orbital constante (150 rpm) por 3 h a temperatura de 30°C.

Posteriormente, a mistura foi filtrada a vacuo e lavada com 30 mL de hexano.
Apbs afiltracdo a vacuo da amostra com o auxilio de um funil de decantacéo a reacéo
foi separada em fases organica e inorganica. A fracdo organica foi extraida com
hexano (3x 30 mL) em seguida, adicionou-se Na:SO4 anidro com o intuito de retirar
moléculas de agua remanescentes da fase orgéanica e, filtrou-se novamente a
amostra, onde mais tarde o excesso de solvente foi rotaevaporado e o extrato foi

pesado e armazenado (Figura 15).

Figura 15 — Método de extracdo por hidrélise via catélise acida
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2017.

4.9 REACAO DE REUSO DO BIOCATALISADOR (CALB)

Nesta etapa, foi realizado o ensaio para verificar o grau de estabilidade da
lipase CALB. O procedimento seguiu inicialmente 0 mesmo método descrito na se¢cao
4.8.3. Contudo, os valores de extracao de Oleo foram diferentes para realizar a etapa
subsequente (reacdo de transesterificacao), conforme exposto abaixo.
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4.9.1 Reacédo de Transesterificacdo Via Catéalise Enzimatica (CALB) - REUSO

Adicionou-se 128,0 mg do 6leo extraido da espécie Scenedesmus ecornis, 12,8
mg (10% m/m) da lipase CALB e 500,0 pL de etanol P.A. 99,9% em um frasco vial (3
mL). A reacdo foi mantida sob agitagcdo constante por 24 h em agitador orbital (150
rpm) a temperatura de 30°C. Em seguida, a reacéo foi filtrada e lavada com hexano
(3x1 mL) e seca com Na2SO4 anidro. Por fim, 0 excesso de solvente foi evaporado e

analisou-se o perfil cromatogréfico da amostra em CG-EM (Figura 16).

Figura 16 — Reacgdao de transesterificagéo (Reuso)
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2017.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita através de ANOVA two-way para investigar os
efeitos dos solventes (cloroférmio, hexano e uma mistura de cloroférmio + hexano) na
extracdo por Soxhlet e agitacdo magnética. ANOVA one-way foi utilizado para mostrar
as diferencas significativas entre os ésteres etilicos de &cidos graxos (EEAG)
extraidos por ambos os métodos e os demais citados acima. O teste Posteriori de
Tukey foi usado para analisar as diferencas significativas das médias por meio do

software R Core Team versao 3.3.2 (2016).

4.11 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo dispensou a submiss&o a andlise por Comité de Etica em Pesquisa

uma vez gue nao utilizou seres humanos e/ou animais para sua realizacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As microalgas apresentam-se de modo geral como micro-organismos que
possuem a capacidade de tolerar condigbes adversas (iluminacéo, salinidade, pH,
temperatura e até limitagcdo de nutrientes) para manter seu ritmo de crescimento sob
controle. Essa caracteristica peculiar influencia a quantidade e os tipos de metabdlitos
armazenados em suas células.

Condicbes desfavoraveis (limitagdo de nitrogénio) no cultivo do género
Chlorella, podem aumentar sua biomassa e consequentemente, sua produtividade de
substancias agregando maior valor no seu conteudo lipidico seguido pela producao
de o6leo. Contudo, a necessidade de conhecimento sobre a fisiologia e a autoecologia
da espécie é imprescindivel para iniciar o cultivo em escala comercial (MARTINS;
FERNANDES, 2016).

A eficiéncia destes micro-organismos para adaptarem-se as variagées fisicas e
guimicas permite otimizar as condi¢des de cultivo (FERREIRA; SANT’ANNA, 2017).
Assim, foram identificadas quatorze espécies dentre microalgas eucariodticas e
cianobactérias presentes na regido Amazénica da cidade de Macapa-AP, ambas
cultivadas em meio BG-11 (rico em nutrientes) e/ou NPK (com macronutrientes
essenciais) apresentando dimensdes celulares e morfologia tipica semelhantes ao

relatado por Bicudo e Menezes (2006).

5.1 MORFOLOGIA DAS MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

5.1.1 Chlamydomonas reinhardtii P. A. Dangeard.

A morfologia celular das espécies de microalgas é dependente das condi¢des
de cultivo as quais foram submetidas durante o seu crescimento. As células de
Chlamydomonas reinhardtii observadas na objetiva de 40x apresentaram diametro
medindo em torno de 15- 24 um (Figura 17), esféricas, destacando-se algumas como
sendo ovoides e/ ou arredondadas similar as células relatadas por Mendes et al.
(2012).
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Figura 17 — Células de Chlamydomonas reinhardtii

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

As células de Chlamydomonas reinhardtii s&o monadoides e mostram-se, em
vista frontal (taxonémica), grande diversidade de formas, das quais a elipsoide e a
ovoide sé@o as mais comuns. Os dois flagelos apresentam tamanhos iguais entre si,
sdo homodinamicos e se inserem apicalmente no polo anterior da célula (BICUDO;
MENEZES, 2006).

5.1.2 Chlorella pyrenoidosa H. Chick e Chlorella vulgaris Beyerinck (Beijerinck)
Tanto Chlorella pyrenoidosa quanto Chlorella vulgaris foram cultivadas em meio

NPK, suas medidas foram, 15 a 18 um (C. pyrenoidosa) e de 10 a 14 um (C. vulgaris)

(Figura 18), tendo como principal caracteristica o crescimento rapido e a tolerancia as

condicOes de cultivo (LI et al., 2016).

Figura 18 — Células de Chlorella spp.
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Legenda: (A) Chlorella pyrenoidosa; (B) Chlorella vulgaris (Objetiva 40x).
Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.
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Suas células sdo esféricas, elipsoidal ou ovoide, mas também podem ser
reniformes ou um pouco assimeétricas com o cloroplasto em forma de taca. A parede
celular € bem distinta, porém, delgada (BICUDO; MENEZES, 2006; LEE, 2008).

5.1.3 Limnothrix planctonica (Woloszynska) Meffert

A Limnothrix planctonica é conhecida por sua rapida taxa de crescimento e por
apresentar um biofilme resistente (SFRISO et al., 2014). Neste estudo, os filamentos
exibiram o tamanho de até 120 um de comprimento (Figura 19) apés ficarem em
cultivo por até 60 dias. A abundancia de filamentos ligados entre si, a largura, o
comprimento e o niumero de células, ajudam a monitorar o grau de toxicidade desta
espécie (GANDOLA et al., 2016).

Figura 19 — Células de Limnothrix planctonica
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

Limnothrix planctonica € um género tipicamente plancténico e, geralmente,
ocorre em regibes temperadas. Possui tricomas normalmente solitarios, moveis,
ondulados, septos néo constritos, inconspicuos. Apices néo atenuados. As células séo
guase sempre mais longas do que largas, porém, as vezes, sdo isodiamétricas O
conteuldo celular é verde-azulado, castanho ou avermelhado e apresenta aerétopos
localizados no apice. Célula apical cilindrico-arredondada (BICUDO; MENEZES,
2006; NOGUEIRA; GAMA JUNIOR; D’ALESSANDRO, 2011).
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5.1.4 Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova

As células de Monoraphidium contortum apresentam-se sob tamanho de 10 até
15,5 um (Figura 20) irregularmente curvadas e solitarias, similar as estudadas por
Ramos et al. (2012) onde as dimensfes celulares de Monoraphidium contortum

variam de 7,5 a 12,0 um de comprimento.

Figura 20 — Células de Monoraphidium contortum
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

O género Monoraphidium possui células em geral solitarias, raramente
reunidas por curto intervalo de tempo em pares ou tétrades resultantes do processo
de reproducéo. As células sdo mais ou menos fusiformes, as vezes cilindricas,
podendo ser muitas vezes mais longas que o proprio diametro e também se
apresentam tanto retas quanto encurvadas ou até sigmoides (BICUDO; MENEZES,
2006).

5.1.5 Planktolyngbya limnetica

A dimenséao celular de Planktolyngbya limnetica observada sob microscopia
optica foi de até 150 um de comprimento (Figura 21). Planktolyngbya limnetica foi
descrita contendo de 2 a 3 um de comprimento e com septos ndo granulados
(SANT’ANNA et al., 2007).
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Figura 21 — Células de Planktolyngbya limnetica

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

Planktolyngbya € um género tipicamente planctbnico, comum em &reas

tropicais e subtropicais. Suas células sdo, normalmente, mais longas do que largas,

cilindricas e, raramente, isodiamétricas. Filamentosas, filamentos solitarios, com
bainhas incolores finas (KOMAREK; KOMARKOVA-LEGNEROVA, 2002; BICUDO;
MENEZES, 2006; MIRANDA, 2016).

5.1.6 Pseudanabaena mucicola (Naumann & Huber-Pestalozzi) Schwabe

A cianobactéria filamentosa Pseudanabaena mucicola (Figura 22) apresenta

cerca de 16,4 até 24,9 um de comprimento. Mishra et al. (2012) observaram em seus

estudos que a mesma tinha 1 pum de largura. Além disso, sdo caracterizadas por

tricomas (estreitos aproximadamente 0,5 a 3 um de largura) que se quebram em

fragmentos.

Figura 22 — Células de Pseudanabaena mucicola
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.
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Este género ocorre predominantemente em ambientes aquaticos eutrofizados.
Algumas de suas espécies sdo cosmopolitas e encontradas comumente em
comunidades planctonicas, perifiticas ou bentbnicas. Sao caracterizadas por
apresentar tricomas solitarios ou, mais raramente, podem formar pequenos
emaranhados. S&o retos ou flexuosos. As células sdo normalmente mais longas do
que largas, cilindricas ou, mais raramente, em forma de barril. (BICUDO; MENEZES,
2006; GARCIA, 2014).

5.1.7 Scenedesmus Meyen
Scenedesmus (Figura 23) varia em tamanho celular de acordo com a espécie,

geralmente apresentam-se sob dimensfes entre 2 uym a 36 um de comprimento
(ROSINI; SANT'ANNA; TUCCI, 2013).

Figura 23 — Células de Scenedesmus spp.

Legenda: (A) Scenedesmus acuminatus; (B) Scenedesmus baculiformes; (C) Scenedesmus ecornis;
(D) Scenedesmus ovalternus (Objetiva 40x).
Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.
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O género Scenedesmus é de grande importancia na caracterizacdo de
ambientes eutréficos sendo considerado 0 mais comum e cosmopolita entre o grupo
de algas verdes. Sua colbnia sempre plana é formada por 2 ou 4 células, porém
podem apresentar 8, 16 ou 32 e, raramente, sao unicelulares. As células podem ser
elipsoides, ovoides, fusiformes ou lunadas podendo ser todas iguais ou as externas
serem de uma forma e as internas de outra (BICUDO; MENEZES, 2006).

5.1.8 Spirogyra communis (Hassall) Kitzing

O comprimento celular de Spirogyra communis pode variar entre 20 a 500 um

de comprimento e 20-35 um de largura (LEE; CHANG, 2011). Neste estudo, as células
de Spirogyra communis mediram em torno de 430 um de comprimento (Figura 24).

Figura 24 — Células de Spirogyra communis

Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

Com distribuicdo cosmopolita, os filamentos de Spirogyra sdo normalmente
livre-flutuantes, porém alguns podem ser fixos ao substrato. Os filamentos séo
unisseriados, simples e constituidos por células cilindricas, em geral até 30 vezes mais
longas que largas, raras vezes as células sdo mais largas que longas (BICUDO;
MENEZES, 2006).
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5.1.9 Spirulina platensis (Gomont) Geitler

A morfologia das algas permite identificar culturas puras. O caso de Spirulina
platensis ndo é diferente, pois através de microscopia optica é possivel observar
diferencas significativas na sua forma, comprimento e diametro das hélices. Na figura
25, o comprimento celular foi de 20 um podendo chegar até em mais de 100 pum

guando mais espiralada.

Figura 25 — Células de Spirulina platensis
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

Pertencente a Divisdo Cyanobacteria, o género Spirulina é comum de
ambientes perifiticos e bentbnicos. Apresenta-se regularmente espiralada (espiras
bem condensadas ou mais frouxamente agregadas), ndo constritos a nivel de septo e
nao atenuados para as extremidades. Seus tricomas sao solitarios ou podem formar
pequenos agregados com intenso movimento. O conteldo celular € verde azulado,
castanho ou avermelhado, em geral homogéneo e ndo apresenta aerétopos
(BICUDO; MENEZES, 2006).

5.1.10 Synechococcus sp.

As células da cianobactéria Synechococcus sp. mediram em torno de 7,0 um
(figura 26) de comprimento. Suas aplicacBes variam, contudo, as ultimas pesquisas
tém sido voltadas para a producdo de metabolitos de interesse industrial como
biocombustiveis (TRIANA et al., 2014).
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Figura 26 — Células de Synechococcus sp.
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Fonte: PROPRIO AUTOR, 2016.

Synechococcus é um género unicelular e ocorre, principalmente, no plancton,
no metafiton e sobre pedras. As células sao de cilindricas a longo-cilindricas, algumas
vezes arcuadas ou sigmoides (BICUDO; MENEZES, 2006).

De modo geral, as microalgas e/ou cianobactérias podem variar suas
dimensdes conforme a varios fatores em que sdo expostas. Condi¢des de estresse,
por exemplo, podem modificar sua conformagé&o tanto no ambiente natural quanto em

laboratorio.

5.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA DE MICROALGAS E CIANOBACTERIAS
POR ESPECTROMETRIA DE INFRAVERMELHO — TRANSFORMADA DE FOURIER
(IV-TF)

A radiacdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das micro-ondas. As bandas de
vibracdo rotacional entre 4000 cm? e 400 cm? sdo as mais utilizadas. A
espectrometria por transformada de Fourier apresenta como principal vantagem o
ganho de tempo durante as analises, pois ndo sdo usados monocromadores
(dispositivo que transmite uma faixa estreita de comprimentos de onda — uma cor)
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).

Os picos ou bandas no espectro de IV-TF ocorrem pela vibracdo das ligacGes
dos grupos funcionais presentes na amostra analisada. Assim, foram selecionadas as
principais bandas de cada espectro de microalga e cianobactéria para identificar os

grupos existentes.
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5.2.1 IV-TF da espécie Chlamydomonas reinhardtii

O espectro de IV-TF da biomassa seca de Chlamydomonas reinhardtii (Figura
27) apresentou um sinal forte e intenso correspondente a deformacgéao axial da ligacao
de hidroxila (-OH) na banda 3302 cm?, caracteristico normalmente de acidos. O sinal
em 2922 cm é condizente a deformacéo axial assimétrica da ligacéo de carbono -
CH2. Também apresentou um sinal em 1635 cm correspondente a ligacdo C=0
podendo significar a presenca de proteinas na amostra (STEHFEST; TOEPEL,
WILHELM, 2005). Além disso, outro sinal caracteristico foi em 1370 cm™ relativo a
deformacédo axial da ligagdo C-O; em 1032 cm™ deformacao axial da ligagéo de C=0

e em 630 cm* deformacéo angular fora do plano da ligagéo de -OH.

Figura 27 — Espectro de IV-TF da espécie Chlamydomonas reinhardtii
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Dean et al. (2010), usaram o IV-TF para investigar os efeitos da limitacdo de
nitrogénio em Chlamydomonas reinhardtii em diferentes fases de cultivo. Diante disso,
observaram que em 28 dias de cultivo com alta concentrag&o de nitrogénio o espectro
de IV-TF apresentou em 1655 cm™* deformacéo axial da ligacdo de C-O e em 1380
cm! deformacéo axial da ligagdo C-O de grupos COO-. Dois sinais foram de interesse

particular, o sinal em 1740 cm™ que foi associado a deformacéo axial da ligacdo C=0
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de grupos ésteres, caracteristico de lipideos e acidos graxos; e a regido entre 1200-

950 cm* associada a deformacéo angular fora do plano de C-O-C.
5.2.2 IV-TF das espécies Chlorella pyrenoidosa e Chlorella vulgaris

O espectro de IV-TF de Chlorella pyrenoidosa (figura 28) apresentou um sinal
caracteristico da ligacdo de -OH em 3285 cm™. Xu et al. (2014) atribuem os sinais
entre 2926-2855 cm* como estiramento do grupo metileno -CHz-. E ainda, em 1635
cm! se observou a deformacédo axial da ligacdo de C=0 correspondente a ésteres
alifaticos; o sinal em 1016 cm™ é peculiar da deformacéo axial da ligagédo de C-O e

em 666 cm™ deformacéo angular fora do plano da ligacédo de -OH.

Figura 28 — Espectro de IV-TF da espécie Chlorella pyrenoidosa
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De acordo com Liu et al. (2017), as principais bandas encontradas no espectro
de IV-TF de Chlorella pyrenoidosa apresentam-se entre 3277-1014 cm*, sendo o sinal
3277 cm? caracteristico de deformacdo axial da ligacdo de -OH; em 2926 cm
corresponde a deformacéo axial assimétrica da ligacdo de carbono -CHz; em 1742
deformacédo axial de C=0 de ésteres — sugestivo de acidos graxos — e um sinal em
1014 cm! relativo a vibracdo de deformacéo axial da ligacdo de C-O.
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No espectro de IV-TF de Chlorella vulgaris (figura 29) também foi observado
em 3212 cm deformacéo axial da ligacdo de -OH, normalmente sendo descrito na
literatura pela presenca de agua ou proteinas (MURDOCK; WETZEL, 2009); em 3048
cm! deformacédo axial da ligacdo de -CH que esta dentro da banda que indica a
presenca da cadeia alquilica; em 1763 cm-! deformacéo axial da ligacédo de C=0; em
1646 cm* deformacédo axial da ligagdo C=C e em 1441 deformacéo angular da ligacédo
de C-O-H.

Segundo Duygu et al. (2012), cada pico no espectro de infravermelho significa
vibracdo ou estiramento de uma ligacdo de um grupo funcional. Em sua pesquisa
definiu que a banda equivalente a 1649 cm de Chlorella vulgaris é caracteristico de
proteinas. As bandas de carboidratos sao definidas como fortes vibracfes da ligacéao
C-H em 2928 cm™. E o sinal em 1747 cm é caracterizado por deformacéo axial de
C=0 frequentemente associado a acidos graxos.

Vale ressaltar, a similaridade de sinais que sugerem a presenca de moléculas
derivadas de acidos carboxilicos e/ou ésteres nos espectros tanto de Chlorella
pyrenoidosa quanto Chlorella vulgaris denotando que ambas possuem aptiddo para

armazenar essas substancias em suas células.

Figura 29 — Espectro de IV-TF da espécie Chlorella vulgaris.
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5.2.3 IV-TF da espécie Limnothrix planctonica

Na analise do espectro de IV-TF da biomassa seca de Limnothrix planctonica
(figura 30) se observou um sinal em 3295 cm-* referente a deformacéo axial da ligacédo
de -OH; em 2926 cm™ estiramento da ligacdo -CH; em 1645 cm™ corresponde a
ligacéo alqueno néo conjugado C=C e em 1355 cm relativo a deformacéo axial da
ligacdo C-O (dimero).

Khattar et al. (2010) realizaram a andlise de IV-TF de exopolissacarideos da
cianobactéria Limnothrix redekei que indicou a presenca de grupos carboxila e

carbonila pertencentes a um tipo de polissacarideo polianiénico.

Figura 30 — Espectro de IV-TF da espécie Limnothrix planctonica
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5.2.4 IV-TF da espécie Monoraphidium contortum

Em sua analise, Monoraphidium contortum apresentou o espectro de IV-TF
(figura 31) correspondente a uma vibracéo forte em 3288 cm relativa a deformagéo
da ligacédo de -OH; também exibiu um sinal em 2920 cm relacionado a deformacéo
axial de carbono sp® da ligacdo -CH; em 1640 cm? deformacdo alqueno ndo
conjugado da ligacdo C=C e em 1415 cm* deformacéo angular fora do plano de C-O-
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H. Além disso, apresentou um sinal vibracional em 1741 cm™ caracteristico de
deformacdo axial da ligacdo C=0O podendo sugerir a presenca de ésteres
corroborando com o estudo realizado por Xia, Li e Song (2016), onde o espectro de
IV-TF de Monoraphidium dybowoskii apresentou um sinal forte em 1736 cm
correspondente a deformacao axial da ligagdo C=0 relativa a ésteres alifaticos.
Acidos graxos, triacilglicerideos (material majoritario) e pigmentos
(carotenoides e clorofila) foram os compostos encontrados nas analises de UV-Vis e

IV-TF feitas por Gomes (2013) sob o material lipidico extraido de Monoraphidium sp.

Figura 31 — Espectro de IV-TF da espécie Monoraphidium contortum

VA

)
o

1582

£

>
=
%

[:Ffr 8e

0 Il

=2

Transmitancia (%)

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 Wavenumber (cm1
5.2.5 IV-TF da espécie Planktolyngbya limnetica

Na figura 32, o espectro de IV-TF de Planktolyngbya limnetica em 3285 cm se
observou deformacéo axial da ligacdo -OH; em 2927 cm™* da ligacéo de carbono sp® -CH;

em 1643 cm™ ligacdo alqueno ndo conjugado e em 1240 cm deformacdo angular da
ligagéo C-O.
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Figura 32 — Espectro de IV-TF da espécie Planktolyngbya limnetica
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5.2.6 IV-TF da espécie Pseudanabaena mucicola

O espectro de IV-TF de Pseudanabaena mucicola (figura 33) ilustra um sinal
em 3289 cm? correspondente a deformacédo da ligacdo de -OH; em 2925 cm
estiramento assimétrico de CH; em 1644 cm! deformagéo axial da ligagdo C=0; em
1650 cm estiramento assimétrico caracteristico de amidas livres e em 1022 cm

deformacgdo angular fora do plano da ligagdo carbono hidrogénio caracteristico de
proteinas.
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Figura 33 — Espectro de IV-TF da espécie Pseudanabaena mucicola
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5.2.7 IV-TF das espécies de Scenedesmus ecornis e Scenedesmus ovalternus

O espectro equivalente a figura 34 da espécie Scenedesmus ecornis
apresentou um sinal em 3286 cm* caracteristico da deformagcéo axial da ligacdo -OH;
entre 2922-2853 cm presenca da ligacdo de carbono sp® -CH2- e em 1743 cm™?
estiramento da ligagcéo de C=0.

Na figura 35, correspondente ao espectro de IV-TF de Scenedesmus
ovalternus, se observou em 3288 cm-1 deformacao da ligagao -OH; entre 2922-2852
cm* deformacéo da ligacdo carbono sp® -CHa-; em 1743 cm™ estiramento da ligacédo
C=0 caracteristico do grupo éster; lipideos e acidos graxos (STEHFEST et al., 2005).

Ambas as figuras (27 e 28) demonstram similaridade entre as espécies pertencentes
ao género Scenedesmus.
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Figura 34 — Espectro de IV-TF da espécie Scenedesmus ecornis
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Figura 35 — Espectro de IV-TF da espécie Scenedesmus ovalternus
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5.2.8 IV-TF da espécie Spirogyra communis

O espectro de IV-TF de Spirogyra communis (figura 36) evidenciou em 3685
cm deformacéo axial da ligacédo de -OH; em 2925 cm™ ligacéo de carbono sp? -CHa-
e indica em 1635 cm™ ligagdo de C=C. O espectro em estudo foi similar ao encontrado
por Onyancha et al. (2008) que além destes picos apresentou em 1656 cm ligacéo
de C=0 e em 1038 cm estiramento -C-O peculiar de alcoois, éteres, acidos
carboxilicos e ésteres.

Figura 36 — Espectro de IV-TF da espécie Spirogyra communis
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5.2.9 IV-TF da espécie Spirulina platensis

A figura 37 apresentou o espectro de IV-TF de Spirulina platensis, caracteristico
em 3282 cm da ligacdo hidroxila -OH; entre 2920-2851 cm™ presenca da ligacdo de
carbono sp3 -CH2-; 1635 cm™ ligacdo alqueno ndo conjugada C=0; em 1032 cm™
deformacdo C-O, e em 666 cm™ deformacdo angular fora do plano de OH. Este
espectro de IV-TF foi similar ao descrito por Silva et al. (2017) que cultivou Spirulina
sp. em fotobiorreator na cidade de Santa Vitoria do Palmar — RS sob condi¢cfes néo

controladas de cultivo.
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Figura 37 — Espectro de IV-TF da espécie Spirulina platensis
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5.2.10 IV-TF da espécie Synechococcus sp.

Synechococcus sp. indicou em 3290 cm™ ligagdo de -OH; em 1645 cm

deformacéo da ligacdo de carbono sp® -CH:-; em 1352 cm! deformacéo alqueno ndo

conjugado C=0 e em 666 cm™ deformacdo angular fora do plano da ligacdo -OH
(figura 38).

Transmitancia (%)

Figura 38 — Espectro de IV-TF da espécie Synechococcus sp.
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5.3 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE EXTRACAO SOXHLET E AGITACAO
MAGNETICA.

A microalga Scenedesmus ecornis foi utilizada nesta etapa devido a maior
producédo de biomassa possibilitando a identificagdo dos acidos graxos produzidos. O
perfil lipidico foi investigado através da extracdo direta dos triglicerideos brutos por
meio do método de Soxhlet e agitacdo magnética com o intuito de avaliar o melhor
método para extracao de lipideos brutos presentes nessa microalga.

A alta extracédo lipidica € diretamente influenciada pela selecdo do solvente,
pois cada um tem seu potencial de extracdo. Solventes organicos como: cloroférmio
e metanol, sdo facilmente dissolvidos nos lipidios presentes nas microalgas
melhorando o rendimento da extragdo (ASHOKKUMAR et al., 2017).

A combinacdo de solventes pode facilitar a extragdo de uma composicao
particular lipidica, tendo em vista o grau de polaridade da mistura e sua
biocompatibilidade (LI et al., 2014), levando em consideracdo a classificacdo das
moléculas em lipideos neutros e polares (SHIN et al., 2014; KUMAR; RAO,
ARUMUGAM, 2015).

Diferencas significativas foram observadas entre os diferentes métodos de
extracdo (agitacdo e Soxhlet) com todos os solventes utilizados. O método por
agitacdo magnética foi 0 mais viavel, pois conseguiu extrair uma maior quantidade de
lipideos totais. Cada um dos solventes apresenta polaridades diferentes: hexano
(baixa polaridade), cloroférmio (alta polaridade) e uma mistura de ambos (polaridade
intermediaria) e isso influenciou diretamente na capacidade de extracao.

Dessa forma, tanto o método de agitacdo magnética quanto por Soxhlet foram
mais eficientes quando o solvente foi a mistura binaria entre cloroférmio-hexano para
extracdo de lipideos brutos, sendo a agitacdo com maior significAncia rendendo
40.6+3.03 de lipideos a partir da biomassa seca, comparado a eficiéncia de hexano
(32.16+1.68) e cloroférmio (23.13+1.02) sozinhos (Figura 39).
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Figura 39 — Comparacao entre os métodos Soxhlet e agitacdo magnética na

extracdo de Lipideos (%)
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Shin et al. (2014) relataram que na extragdo por Soxhlet utilizando hexano
como solvente a uma temperatura de 80°C por 12h mostrou ser ineficiente, pois
rendeu 5.9+ 0,2 (%) de lipideos da microalga Scenedesmus sp. Enquanto que,
Esakkimuthu et al. (2016) descreveram o uso da mistura cloroférmio-metanol (2:1)
como sendo mais eficiente na extracdo de lipideos totais da microalga Scenedesmus

obliquus.

5.4 IDENTIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA COM ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

A técnica de espectrometria de massas € baseada na ionizagdo de um
composto, onde o0s ions sao separados ha base da razdo massa/carga e 0 numero de
ions que correspondem a cada “unidade” de massa/carga é registrado na forma de
espectro. Existem varios tipos de fontes de ionizacdo e de analisadores de massas e
sdo estes que determinam qual a aplicabilidade do método (PAVIA et al. 2010).

Os espectrémetros de massas sdo muito Uteis na analise de compostos cujo
espectro de massas € conhecido e na analise de compostos de estruturas totalmente
desconhecida. No caso de compostos conhecidos, uma busca computadorizada

compara o0 espectro de massas do composto em questdo com uma biblioteca de
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espectros de massas. A coincidéncia dos espectros € uma evidéncia convincente da
identificacdo. Enquanto isso, no caso compostos desconhecidos, o ion molecular, a
sequéncia de fragmentacdes e evidéncias de outros tipos de espectrometria
(Ressonancia Magnética Nuclear) pode levar a identificagdo de novos compostos
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).

Os acidos graxos identificados sado apresentados no cromatograma da figura
40 juntamente com suas respectivas formulas estruturais, onde nota-se a eficiéncia
da enzima CALB utilizada como catalisador na extracédo destes através da reacao de
hidrolise.

Figura 40 — Cromatograma do perfil dos etil-ésteres correspondentes aos acidos

graxos extraidos da rea¢do com CALB analisados por CG-EM

as0000d

300000+ 1
250000
200000

150000+

3

Intensidade (%)

2 4
100000+ —
50000 * EJJt‘JLM‘

14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 150 200 210 20

Tempo (minuto)

O

0O
/\/\/W\/\/\/IL(\H /KW:\“,/:\/A\’M\)J\OH

1 2
0 o
TN '\/\N\')I\OH /W\/\/\/W\‘)LOH
3 4

Legenda: 1: Acido Palmitico; 2: Acido Linoleico; 3: Acido Oleico; 4: Acido Esteérico; *: N&o identificado.



81

Os espectros de massa das andlises foram comparados com o perfil de
fragmentacdo encontrados na biblioteca do aparelho Shimadzu/GC 2010 para

identificacdo dos seus constituintes de acordo com a figura 41.

Figura 41 — Espectros de massas dos etil-ésteres correspondentes aos acidos
graxos extraidos da reacdo com CALB analisados por CG-EM em comparacao com
0s espectros da biblioteca do equipamento
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Espectro de massas da biblioteca relativo ao perfil de fragmentacdo da substancia 2
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Espectro de massas da biblioteca relativo ao perfil de fragmentacédo da substancia 4
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Os EEAG identificados estao descritos na tabela 8 e classificados de acordo
com o seu grau de insaturacao, sdo detalhadas também suas concentracdes relativas
e tempos de retencdo. O acido palmitico (54.40%), de cadeia saturada, e o acido
oleico (21.36%), monoinsaturado, sdo 0os compostos majoritarios encontrados no 6leo
da espécie Scenedesmus ecornis 0 que corrobora com os estudos realizados por
Sarpal et al. (2016) que indicam estes compostos como 0s principais apesar da

espécie ser cultivada em meios de cultura diferentes propostos por Guillard 1972.

Tabela 8 — Determinacao dos ésteres etilicos equivalentes aos acidos graxos
identificados por CG-EM extraidos por catalise enzimatica (CALB) da biomassa de

Scenedesmus ecornis

Acidos graxos (n:i)  Picos  Tempo de retencgéo (min) Teor (%)
Palmitico (16:0) 1 16.979 54.40
Linoleico (18:2) 2 19.569 4.57
Oleico (18:1) 3 19.646 21.36
Estearico (18:0) 4 20.019 19.67
> . Insaturados * o 21.93
> . Saturados * ** 74.07

Legenda: (n:i) n° de carbonos e insaturacoes.

Como o acido palmitico foi o componente majoritario encontrado neste estudo,
abaixo segue o perfil de fragmentacdo do éster palmitato de etila (Figura 42) produto

da reacéo por esterificacao.
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Figura 42 — Perfil de fragmentacao do éster palmitato de etila
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Sabe-se que os elétrons que sdo removidos na etapa inicial do processo de
ionizacdo para fornecer o ion molecular (M*) sdo aqueles localizados em orbitais
moleculares de maior energia potencial. Assim, € mais facil remover um elétron de um
orbital ndo-ligante (n) do que tirar um elétron de um orbital =. Da mesma forma, & muito
mais facil remover um elétron de um orbital Tt em comparagao com um orbital o (PAVIA
et al., 2010).

Seguindo esse principio, acredita-se que o M* para os produtos do éster
palmitado de etila, sejam formados a partir da remocédo de um elétron do orbital
molecular n do oxigénio da carbonila e/ou do oxigénio do éster (PAVIA et al., 2010).

Os principais fragmentos de massas observados a partir do M* foram o0 m/z
157 e o pico base com m/z 88, fragmento mais estavel correspondente a molécula do
palmitado de etila.

Ordog et al. (2013) observaram que espécies de Scenedesmus quando
cultivadas sob condicdes estressantes de nitrogénio tem potencial para produzir altos
teores de acidos graxos na seguinte tendéncia acido oleico > palmitico > linoleico > a-
linolénico > estearico > eicosendico > palmitoleico > heptadecandico, dentre estas
espécies, Scenedesmus ecornis apresentou maior produtividade lipidica em éarea
(21%) similar ao encontrado neste estudo (21.36%).

Em seus estudos, El-Baz, Abdo e Ali (2015) identificaram por meio da CG-EM
0 acido palmitico (51.6%), o acido oleico (22.2%) e o acido linoleico (22.6%), dentre
0S acidos graxos com maior porcentagem em concentracdo; o composto majoritario
foi o &cido palmitico em ambos os casos de cultivo (controle, cultivo em batelada e
escala semi-piloto) de Scenedesmus obliquus, mesmos sendo extraido pelo método
Bligh & Dyer.

O perfil lipidico de Scenedesmus quadricauda foi ilustrado por apresentar acido
palmitico (16.36%), acido oleico (15.60%) e acido linoleico (11.67%) quando
analisados por CG-EM apds extracdo novamente pelo método Bligh & Dyer utilizando
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cloroférmio/metanol como solventes (GOUR et al., 2016). Desse modo, pode-se inferir
gue a extracado utilizando o biocatalisador CALB ¢é eficaz, porque consegue extrair 0s
mesmos acidos e em quantidades (%) semelhantes quando a amostra € submetida a
meétodos classicos.

Segundo Sarpal et al. (2015), os &cidos graxos presentes na composi¢do das
algas sao semelhantes aos encontrados em 6leos vegetais. No caso de Scenedesmus
ecornis, 0s acidos graxos com maior frequéncia encontrados em uma analise por CG-
EM sao os saturados (&cido palmitico e estearico) e os insaturados (4cido linoleico e
linolénico).

Com intuito de avaliar o melhor catalisador na extracdo de EEAG e comparar a
eficiéncia da CALB frente ao H2SO4, foi testado o 6leo da espécie Scenedesmus
ecornis, onde seus respectivos acidos graxos podem ser visualizados no

cromatograma apresentado na figura 43.

Figura 43 — Cromatograma do perfil dos etil-ésteres correspondentes aos acidos

graxos extraidos da reagdo com H2SO4 analisados por CG-EM
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Legenda: 1: Acido Palmitico; 2: Acido Linoleico; 3: Acido Oleico; 4: Acido Estearico; *: N&o identificado.

O perfil cromatografico da extracdo utilizando o biocatalisador CALB foi
semelhante a catélise acida com H2SO4 em relagcdo aos acidos graxos majoritarios

conforme ilustrado no cromatograma da figura 44.
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Figura 44 — Cromatograma do perfil dos etil-ésteres correspondentes aos acidos

graxos extraidos pela reacdo com CALB e H2SO4 analisados por CG-EM
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Legenda: ----: Em preto — Reagéo Utilizando a CALB; ----: Em rosa — Reagéo utilizando H2SOa.
Os EEAG extraidos pela catalise acida apresentaram uma quantidade similar

aos extraidos por catalise enzimatica, conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9 — Determinacéo dos ésteres etilicos equivalentes aos acidos graxos
identificados por CG-EM extraidos por catalise acida (H2SO4) da biomassa de

Scenedesmus ecornis

Acidos graxos (n:i)  Picos  Tempo de retencéo (min) Teor (%)
Palmitico (16:0) 1 16.977 72,22
Linoleico (18:2) 2 19.570 12.69
Oleico (18:1) 3 19.647 10.48
Estearico (18:0) 4 20.024 4.61
> . Insaturados * o 23.12
> . Saturados * ** 76.83

Legenda: (n:i) n° de carbono e insaturagdes.

O acido palmitico foi o0 componente majoritario (33.89%) extraido por catalise
acida encontrado na microalga Scenedesmus dimorphus que foi obtida da Colecéo de
Culturas de Algas da Universidade do Texas (CHNG; CHAN; LEE, 2016). O acido
palmitico (C16:0) também foi o mais significante acido graxo identificado por Schulze
et al. (2016) da espécie isolada Scenedesmus obtusiusculus proveniente da
Alemanha.
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Em ambos os casos foi possivel verificar que a mudanca no catalisador ndo

alterou significativamente o perfil de acidos graxos extraidos. Assim, com o intuito de

comparar a eficiéncia da CALB, o reuso da mesma foi proposto sob as mesmas

condi¢cdes do primeiro uso e seu grau de eficacia € visualizado conforme ilustra a

figura 45.

Figura 45 — Cromatograma do perfil dos etil-ésteres correspondentes aos acidos

graxos extraidos da rea¢do com o reuso da CALB analisados por CG-EM
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Os espectros de massas das analises foram equiparados com o perfil de

fragmentacdo encontrados na biblioteca do aparelho Shimadzu/GC 2010 para

identificacdo dos seus constituintes, no entanto, a substéncia detectada né&o

correspondia ao que estava armazenado na biblioteca. Os compostos ndo foram

identificados (figura 46). Abaixo segue apenas 0s espectros relativos a essas

substancias que nao apareceram no primeiro uso do biocatalisador CALB.

Figura 46 — Espectros de massas dos etil-ésteres correspondentes aos compostos

extraidos da reacdo com o reuso da CALB analisados por CG-EM
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Substancia 2: Nao identificada — T.R.: 16.576
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Os EEAG extraidos pela catalise enzimatica apdés reuso da CALB
apresentaram um perfil diferente em concentracdo aos extraidos no primeiro uso,

conforme descrito na Tabela 10.

Tabela 10 — Determinacéo dos ésteres etilicos equivalentes aos acidos graxos
identificados por CG-EM extraidos por catélise enzimatica no reuso do biocatalisador
(CALB) da biomassa de Scenedesmus ecornis

Acidos graxos (n:i)  Picos  Tempo de reteng&o (min) Teor (%)
N&o identificado 1 16.470 8.48
N&o identificado 2 16.576 8.79
Palmitico (16:0) 3 16.975 24.61
N&o identificado 4 18.852 9.97
Linoleico (18:2) 5 19.568 27.55
Oleico (18:1) 6 19.674 15.70
Esteérico (18:0) 7 20.016 4.89

Legenda: (n:i) n° de carbono e insaturacées.

O rendimento de EEAG apés a reacdo de hidrdlise-esterificacdo a partir do

reuso da CALB permaneceu o mesmo, no qual o volume de extrato lipidico foi de 83%
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no primeiro uso e 78% na segunda utilizag&o. Isso demostra que a CALB é viavel para
reutilizacdo em até dois ciclos.

Contudo, a esterificacdo com a CALB por hidrélise pode ser afetada por
residuos de agua (H20) que comprometeram o sitio ativo da lipase devido ao desgaste
da mesma, favorecendo a extracéo de outros agentes e a diminuicdo da porcentagem
relativa de acido oleico, alterando também a quantidade percentual dos outros acidos
extraidos.

A hidroesterificacdo enzimética tém atraido muitas pesquisas recentemente por
conta do valor dos produtos para a producao de biodiesel. O uso de t-butanol como
co-solvente melhora a solubilidade dos 6leos de plantas, em conjunto ao reuso da
lipase CALB, foi detectado a eficacia desta por até 40 ciclos com pouco decréscimo
na atividade enzimatica (POURZOLFAGHAR et al., 2016). No entanto, estudos
relatando a viabilidade do reuso relatam a influéncia na forma das lipases (livres ou
imobilizadas) para o processo de sintese de acidos graxos (GOG et al., 2012).

A otimizacéo da lipase € dependente da quantidade de H20 para manter sua
conformacéo ativa. No caso de lipases imobilizadas, o controle de agua deve ser
realizado, pois quando presente em excesso, a agua pode preencher os poros no
suporte da enzima e reduzir a acessibilidade dos substratos hidrofébicos ao sitio ativo
da enzima (LU et al., 2009).

5.5 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS METODOS DE EXTRACAO

O rendimento final de EEAG a partir da biomassa seca de Scenedesmus
ecornis foi significativamente influenciada pelo método aplicado, tanto pela
transesterificacdo via agitacdo magnética e Soxhlet usando cloroférmio-hexano,
guanto pela hidrolise-esterificag@o por catélise acida e enzimatica.

O rendimento de EEAG foi baixo quando a extracao lipidica foi realizada por
Soxhlet obtendo somente 2.43+0.56. O rendimento por hidrolise-esterificacdo via
catélise acida e enzimatica foram 17.23+6.54 e 16.56+6.81, respectivamente (Figura
47). Contudo, embora nao haja diferengas significativas entre os rendimentos de
EEAG ao utilizar estes catalisadores, o processo de hidrélise-esterificagdo por CALB
apresentou maiores beneficios, como: maior producdo de EEAG, seletividade de
acidos graxos saturados, reuso do catalisador sem perda significativa de rendimento

do extrato lipidico e consequentemente reducéo.
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Figura 47 — Producéo de EEAG por diferentes métodos
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Legenda: 1: Agitacdo Magnética (cloroférmio-hexano); 2: Catalise enzimatica — CALB; 3: Soxhlet

(cloroférmio-hexano; 4: Catalise acida H2SOa.
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6 CONCLUSAO

Dentro dos objetivos propostos, foi possivel realizar a coleta, o isolamento e a
identificacdo de quatorze espécies de microalgas eucarioticas e cianobactérias
(Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella pyrenoidosa, Chlorella vulgaris, Limnothrix
limnetica, Monoraphidium contortum, Planktolyngbya limnetica, Pseudanabaena
mucicola, Scenedesmus acuminatus, Scenedesmus baculiformes, Scenedesmus
ecornis, Scenedesmus ovalternus, Spirogyra communis, Spirulina platensis e
Synechococcus sp.) pertencentes a ambientes aquéticos da cidade de Macapa-AP e
cultivadas em laboratorio com o meio BG-11 e NPK.

Dentre as quatorze espécies, apenas doze foram analisadas por IV-TF onde
inferiu-se que todas as espécies isoladas possuem potencial para a producédo de
alguma molécula sejam estas, carboidratos, proteinas e/ou lipideos baseado na
presenca de grupos funcionais caracteristicos.

O cultivo laboratorial da espécie Scenedesmus ecornis € mais promissor, tendo
em vista a alta produtividade em biomassa o0 que permitiu utiliza-la para a extracéo
lipidica através dos métodos de agitacdo magnética, Soxhlet e hidrélise-esterificacdo
por catalise acida e enziméatica.

A extracdo por agitacdo magnética e Soxhlet utilizando uma mistura de
cloroférmio-hexano séo eficazes para extrair lipideos brutos da espécie Scenedesmus
ecornis, seguidos da extracdo com hexano e cloroférmio. Contudo, pelo método de
agitacdo o rendimento € significativamente maior (40.6+£3.03) quando comparado ao
Soxhlet (10.66+£1.02) no uso da mistura cloroférmio-hexano.

A reacdo de hidrélise in situ seguida da esterificacdo e posterior
transesterificacdo da biomassa de Scenedesmus ecornis tanto por catalise acida
guanto enzimatica conseguiu extrair os acidos graxos (palmitico, linoleico, oleico e
estearico). O acido palmitico foi 0 componente majoritario na extragdo com ambos 0s
catalisadores. Entretanto, ao comparar a catalise acida com a enziméatica se observou
diferencas no percentual de concentracdo dos acidos graxos, mas sem perdas
bruscas.

A proposta de reuso do biocatalisador foi viavel por até dois ciclos, pois 0
rendimento de EEAG foi de 83% no primeiro uso e 78% na segunda utilizagdo. Apesar
disso, os compostos extraidos no reuso foram em concentracdes percentuais

diferentes do primeiro uso e, ainda, foram encontrados trés compostos que nao foram
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reconhecidos no primeiro uso caracterizado pelo comprometimento do sitio ativo da
CALB associada a residuos de agua.

Portanto, a espécie Scenedesmus ecornis apresentou potencial para a
producdo de biodiesel e outros produtos importantes para a industria farmacéutica,
cosmética e de alimentos, devido a producao de ésteres etilicos de acidos graxos. O
método de hidrolise-esterificacdo por catalise enzimatica é sugerido para ser o método
mais promissor na extracdo de lipideos desta microalga. Diante disso, este estudo
veio para contribuir sobre o potencial das microalgas e cianobactérias da regidao

Amazobnica elencando suas propriedades importantes ao meio cientifico.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que a partir da elucidacdo dos compostos pertencentes ao
metabolismo primério da microalga Scenedesmus ecornis possam ser realizados
estudos aplicando tais substancias em produtos farmacéuticos e cosméticos. Ainda,
se sugere que futuramente possam ser isoladas as substancias do metabolismo
secundario, pois segundo a literatura a capacidade dessas substancias
desempenharem vérias atividades que tragam beneficios a sociedade é promissora.

Além disso, levando em consideracdo o alto rendimento da biomassa de
microalgas prop&e-se analisar também o cultivo em larga escala para fins comerciais
valorizando assim esse tipo de cultura que dispensa desmatar areas araveis para o
seu desenvolvimento.

Portanto, a partir deste estudo a expectativa em relagdo a outras pesquisas que
enaltecam as algas e aprofundem suas potencialidades aumentam progressivamente

para que atendam as necessidades do meio cientifico.
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