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RESUMO - Pouco se relata sobre a qualidade de lipideos extraidos de microalgas para
obtencdo de biocombustiveis. Assim, o objetivo deste trabalho foi extrair lipidios a
partir da biomassa seca da microalga Spirulina sp. LEB 18 utilizando 0s seguintes
métodos: (A) Bligh e Dyer, (B) Folch, (C) Soxhlet utilizando alcool isopropilico e
vacuo, (D) Soxhlet utilizando alcool isopropilico sem vacuo, (E) Soxhlet utilizando
hexano e vacuo e (F) Soxhlet utilizando hexano sem vacuo. O teor de lipidios foi obtido
gravimetricamente e sua qualidade verificada através de analise de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR-ATR). Os resultados indicaram que o método D foi o
mais eficiente para extracdo, apresentando teor de lipidios de 10,3%. Os espectros de
infravermelho mostraram que bandas caracteristicas de triglicerideos foram observadas
nos lipidios independente do método de extracdo. A banda em 3350 cm®,
correspondente ao estiramento dos grupos ligados ao hidrogénio O-H e N-H, bem como
a banda em 1650 cm™ proveniente de carbonos constituintes de anéis aromaticos, ndo
foram identificadas para as amostras extraidas nos métodos E e F. Esses resultados
mostraram que o produto extraido pelos métodos E e F foi mais seletivo em relacdo a
extracdo de triglicerideos.
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INTRODUCAO

As algas sdo organismos
fotossintetizantes, que utilizam luz solar e gas
carbbnico para produzir biomassa. Podem ser
cultivadas em tanques ou em terras néo
araveis, sem competir com alimentos (Singht e
Gu, 2010). As microalgas apresentam
potencial de produzir uma grande quantidade
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de biomassa, superior a maioria das culturas
atuais.

As microalgas tém sido investigadas
como fonte para producdo de biocombustiveis,
alimento, racdo e compostos bioativos. Em
comparagao com culturas agricolas
tradicionais possuem elevada produtividade de
lipidios, proteinas e carboidratos. Devido a
demanda crescente por alimentos e fontes



alternativas de energia, os lipidios de
microalga tém despertado interesse por serem
ricos em &cidos graxos insaturados de cadeia
longa (Ryckebosch et al., 2012).

As microalgas contém  diversos
compostos bioativos associados a prevencao
de doengas. Compostos fendlicos e
carotendides possuem carater antioxidante e
atuam na prevencdo de cancer e doencas
cardiovasculares. Acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (6mega 3),
também estdo associados a prevencdo de
doengas cardiovasculares. Esterdis possuem
papel importante na diminui¢do dos niveis de
colesterol LDL e atividade antiinflamatoria
(Francavilla et al., 2010; Zuliani et al., 2009;
Plaza et al., 2009).

Pigmentos naturais como ficocianina,
luteina e betacaroteno sdo produzidos em
microalgas (Mary Leema et al., 2010) e
apresentam grande interesse comercial em
detrimento ao uso de pigmentos sintéticos,
principalmente quando se tratam de remédios,
alimentos e cosméticos.

A producdo de oOleo de microalgas
apresenta grande interesse mundial para
obtencdo de biocombustivel devido a sua alta
produtividade. Em comparagdo com outras
culturas como a soja, a microalga produz
aproximadamente 100 vezes mais dleo por
unidade de area, aléem de elevada taxa de
crescimento da biomassa (Chisti, 2007).

A obtencdo de 6leo de microalga em
grande escala depende principalmente de
viabilidade econdmica e de avancos nas
técnicas de producdo de biomassa, extracdo de
lipidios, refino e aspectos de engenharia.
Diversos fatores interferem na extracdo de
lipidios de microalgas, como o tipo de solvente
utilizado, tamanho de particula, métodos de
ruptura celular e secagem da biomassa
(Balasubramanian et al., 2013).

Assim, o objetivo neste trabalho foi
extrair lipidios a partir da biomassa seca da
microalga Spirulina sp. LEB-18 utilizando
diferentes métodos e solventes. A qualidade
dos lipidios foi investigada através da analise
de infravermelho.

MATERIAL E METODOS

A microalga Spirulina sp. LEB-18 foi
cultivado segundo Costa et al., (2004) em
fotobiorreatores de 450 L ao ar livre, sob
condi¢cdes ndo controladas, no sul do Brasil.
Durante  estes cultivos, a é&gua foi
suplementado com 20% de meio Zarrouk
(Zarrouk, 1966). A concentragdo inicial da
biomassa foi de 0,15 g.L™. Amostras foram
retiradas a cada 24 h para determinar a
biomassa concentragdo por meio de medigdes
da densidade Optica em 670 nm usando um
espectrofotometro (modelo Quimis Q108-
DRM, Séao Paulo, Brasil). No final do periodo
de cultivo, a biomassa foi obtida por filtracao e
prensagem.

A microalga contendo 79,2% de
umidade foi secada segundo Oliveira et al.,
(2010), utilizado secador de bandejas
descontinuo com velocidade do ar quente de
2,5 m.s™ e densidade de carga de 4 kg.m™. Foi
empregada temperatura de 60 °C, espessura da
amostra de 5 mm e tempo de 210 minutos.
Apos a secagem o produto foi triturado num
moinho de facas (modelo Willey, Filadélfia,
EUA) e embalado em recipientes de vidro,
ermeticamente fechado e mantido em
temperatura de 8°C. A umidade final da
microalga foi de 8,3%.

Os meétodos de extracdo testados foram
0s seguintes: (A) Bligh e Dyer (1959),
utilizando mistura de cloroférmio:metanol (1:1
v/v); (B) Folch (1957), utilizando mistura
cloroférmio:metanol (2:1 v/v); (C) soxhlet
utilizando alcool isopropilico e vacuo, (D)
Soxhlet utilizando &lcool isopropilico sem
vacuo, (E) Soxhlet utilizando hexano e vacuo e
(F) Soxhlet utilizando hexano sem vacuo.

As extracOes utilizando aparato soxhlet
foram realizadas com 5 g de biomassa e 150
ml de solvente durante 6 h. Uma bomba de
vacuo foi acoplado ao sistema, utilizando 0,08
MPa. Apds a extracdo o solvente foi
recuperado. Para quantificacdo, as amostras
foram conduzidas a estufa com temperatura de
105°C por 1 h, para eliminacdo de residuos de
solvente. Apds alcangar a temperatura
ambiente, em dessecador, o teor lipidico foi
obtido gravimetricamente. As extracdes foram
feitas em duplicata.



A qualidade dos lipidios extraidos foi
verificada através de analise de infravermelho
com refletdncia total atenuada (FTIR-ATR)
(Prestige 21, 210045, Japé&o).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos métodos testados como mostra a
Figura 1, o método analitico de Folch (B)
apresentou teor lipidico de 8,9% e o método
Bligh e Dyer (A) aproximadamente metade
deste valor. lverson (2001), comparando 0s
metodos para tecidos marinhos observou que
para amostras com teor de lipidios acima de
2% o método de Bligh e Dyer subestima o
resultado. A causa desta diminuicdo €
atribuida a relacéo entre solvente e amostra e a
proporcao de cloroférmio para metanol.
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Figura 1 — Teor de lipidios de microalga
Spirulina obtida por diferentes métodos.

O maior teor de lipidios foi encontrado
com alcool isopropilico sem a utilizacdo de
vacuo (D), 10,3%. O alcool isopropilico extrai
ambos os lipidios polares e neutros
eficientemente. As microalgas apresentam
quantidades mais elevadas de lipidios polares
quando comparado com outros Oleos. Em
microalgas com potencial para producdo de
biodiesel, a quantidade de triacilglicerois varia
entre 40 e 70% (Wang e Wang, 2012).

A interferéncia do vacuo foi observada
guando se empregou hexano como solvente,
reduzindo significativamente o rendimento de
extracdo (E). Isto pode ser explicado pela

diminuicdo da temperatura de ebulicdo do
solvente para aproximadamente 35 °C. A
extragdo com hexano em temperatura de
condensacdo, proximo a 68 °C (F) apresentou
teor de lipidios de 2,2%. Para extracdo de
lipidios da microalga Spirulina, Zheng (2012)
testou diferentes solventes. A extragdo com
hexano apresentou o menor teor de lipidios,
apenas 1,88%, atribuindo este resultado a
baixa polaridade do solvente. Além disso, a
maior eficiéncia de extracdo proporcionou
maiores quantidades de pigmentos. Andrich
(2006) estudando a mesma espécie de
microalga encontrou o valor de 7,8% extraido
em Soxhlet com hexano. Este aumento pode
estar relacionado com diferengas no cultivo e
com o tipo de ruptura celular da amostra.

As Figuras 2 e 3 apresentam o0s
espectros do extrato lipidico obtido com alcool
isopropilico com e sem a presenga de vacuo,
respectivamente. Poucas diferencas s&@o
observadas entre 0s espectros. Entretanto,
quando comparamos com 0s outros meétodos
de extracOes, algumas diferencas podem ser
notadas. As bandas em 3550 e 3150 cm™, sdo
em relacdo ao alongamento O-H. A banda de
1100 cm® pode ser atribuida a um
alongamento C-O. A banda préxima a 1650
cm™ pode estar relacionada com a presenca de
anéis aromaticos. Estas diferencas nas
extracbes (E) e (F) indicam uma maior
presenca de compostos fenolicos e pigmentos
na amostra.

Figura 2 — Espectro FTIR de lipidios de
microalga, extraido com alcool isopropilico
e vacuo (C).

Uma grande quantidade de compostos polares
estd presente na amostra, entretanto algumas



bandas caracteristicas de triacilglicerdis podem
ser observadas ou estdo sobrepostas por outras
bandas na extracdo com alcool isopropilico.
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Flgura 3 - Espectro FTIR de I|p|d|os de
microalga, extraido com alcool isopropilico
sem véacuo (C).

Como mostra a Figura 4, o espectro
apresentado corresponde ao extrato lipidico
extraido pelo método analitico de Foch (B).

Figura 4 — Espectro FTIR de lipidios de
microalga, extraido pelo método de Folch

(B).

A banda centrada em 3350 cm™, na
Figura 4, corresponde ao estiramento dos
grupos ligados ao hidrogénio O-H e N-H,
indicando a presenca proteinas. As bandas
comuns aos triacilglicerdis foram observadas.

Espectro semelhante ao de Folch (B),
porém com bandas mais intensas, foi notado
na extracdo pelo método de Bligh e Dyer (A)
(Figura 5). Em ambas as extragdes (A) e (B)
destacou-se ma banda em 1240 cm™,

correspondendo ao estiramento P=0O que
podem estar ligados a presenca em maior
quantidade de fosfolipidios.
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Figura 5 — Espectro FTIR de lipidios de
microalga, extraido pelo método de Bligh e
Dyer (A).

Na extragdo com hexano sem a
utilizacdo de vacuo (F) observou-se uma
diminuicdo na presenca de pigmentos como
clorofila e ficocianina além de outros
compostos polares, por meio dos espectros de
infravermelho como mostra a Figura 6.
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Figura 6 — Espectro FTIR de lipidios de
microalga, extraido com hexano sem a
presenca de vacuo (F).

A banda em 1745 cm™ est4 relacionada
com (C=0) dos triacilglicerois, de quem
corresponde o estiramento C-O-C observado
em 1160 cm™. A banda 3008 cm™ corresponde
ao estiramento vibracional C-H das bandas



duplas cis (=CH). A banda 1655 cm™ esta
associada ao estiramento vibracional das
bandas duplas carbono-carbono (C=C). Assim,
confirmou-se a presenca de triacilglicerois.

Poucas diferengas foram observadas da
extracdo (F) para a extracdo (E), com
utilizacdo de hexano e vacuo como mostra a
Figura 7.
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Figura 7 — Espectro FTIR de lipidios de
microalga, extraido com hexano sem a
presenca de vacuo (E).

A menor temperatura empregada nesta
extracdo, por ocasido do vacuo, pode ser
responsavel por extrair menor quantidade de
compostos como clorofila e ficocianina.
Assim, a diminuicdo da banda 1549 cm™,
correspondendo a interacdo angular N-H,
indica uma possivel menor concentracdo de
proteina e corantes na amostra.

CONCLUSAO

A utilizacdo de vacuo diminuiu o teor
lipidico principalmente quando se utilizou
hexano como solvente. O método de Folch
extraiu um teor maior de lipidios do que o
método de Bligh e Dyer. A utilizacdo de alcool
isopropilico como solvente proporcionou o
maior teor de lipidios entre 0s métodos,
entretanto a presenca de compostos polares foi
observada. O solvente hexano mostrou-se mais
seletivo para extracdo de lipidios neutros,
indicando a presenca de triacliglicerois.
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