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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo comparar diferentes métodos de
extracdo de lipideos a partir da biomassa da cianobactéria Trichormus sp. CENAT77.
Quatro métodos extrativos foram testados para esta finalidade: Bligh e Dyer, Folch
(empregando ultrassom); Folch (empregando micro-ondas) e 2-EE (2-etoxietanol). O
material lipidico da cianobactéria foi quantificado e caracterizado quanto ao perfil de
acidos graxos. A andlise comparativa dos resultados mostrou que os métodos que
forneceram teores mais elevados de lipideos foram 2-EE (25,8% m/m) e Folch
conduzido no ultrassom (21,6% m/m). Com relacdo ao perfil de &cidos graxos, a
matéria-prima lipidica apresentou aproximadamente 18% de acidos graxos saturados
e 82 % de acidos graxos insaturados, com destaque para os &cidos oleico (48,57%),
linoleico (29,48%) e palmitico (11,88%).

1. INTRODUCAO

A extracdo de lipideos a partir de micro-organismos, em especial microalgas e cianobactérias
é basicamente uma operacao de transferéncia de massa, a qual depende da natureza do soluto e da
seletividade do solvente, bem como o sistema empregado para conduzir o processo e o nivel de
conveccao no meio (Araujo et al., 2013). A selecéo de solventes adequados é essencial para o
processo, tendo em vista que podem enfraquecer a estrutura da parede celular, facilitando o seu
rompimento, e assim, a liberacdo do material lipidico. O solvente orgénico ideal deve apresentar
as seguintes caracteristicas: polaridade adequada aos lipideos nas células, baixo custo de
aquisicdo, facil remocdo, toxicidade nula, insolubilidade em agua, reciclavel e eficiente para
dissolver os componentes de interesse (Chen et al., 2010). Muitos sistemas mecanicos e
abordagens fisico-quimicas tém sido avaliados, aliados ao solvente extrator para promover a
ruptura da parede celular dos micro-organismos, dentre os mais utilizados encontram-se 0S
reatores de micro-ondas e ultrassons (Mercer, Armenta, 2011; Araujo et al., 2013).

As cianobactérias tem se destacado perante a terceira geracdo de matéria-prima para
producdo de biodiesel. Dependendo da linhagem e condicdes de cultivo, elas podem sintetizar de
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10 a 45% de lipideos (Sharathchandra; Rajashekhar, 2011; Karatay; Donmez, 2011; Da Rés et
al., 2013).

Dentre diversas linhagens de cianobactérias, a linhagem de Trichormus sp. CENA77
revelou-se altamente promissora como fonte de matéria-prima para sintese de biodiesel por
apresentar elevado teor de lipideos em sua biomassa (Da ROs et al., 2013). Esta linhagem
apresenta algumas caracteristicas peculiares e relevantes que merecem destaque especial,
tornando mais atrativa ainda sua utilizacdo. Por se tratar de uma linhagem filamentosa, facilita a
separacdo da biomassa ao final da etapa de cultivo, resultando em um processo mais viavel,
pratico e de baixo custo. Alem disso, trata-se de uma filamentosa fixadora de nitrogénio, com
presenca de heterocito, permitindo que seu cultivo seja feito na auséncia de nitrogénio do meio,
podendo desviar a rota de sintese proteica e aumentar ainda mais a producéo de lipideo.

Com relagdo aos processos envolvidos na obtencdo do lipideo microbiano, a recuperacédo da
biomassa e a extracdo do material celular correspondem as duas etapas mais demoradas e com
custos mais elevados (Kim et al., 2013). Desta forma, o uso da biomassa de Trichormus sp.
CENA77 minimiza um desses inconvenientes, tendo em vista que pode ser facilmente recuperada
por filtracdo apos o cultivo, o que reduz o tempo e custo do processo. Por outro lado, julga-se
necessario encontrar um processo extrativo eficiente, de baixo custo e economicamente viavel,
além de propiciar maior recuperacao de lipideos.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes métodos de
extracdo de lipideos a partir da biomassa da cianobactéria Trichormus sp. CENA77, bem como
caracterizar a matéria-prima lipidica resultante quanto ao perfil de acidos graxos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Linhagem de cianobactéria

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de cianobactéria Trichormus sp. CENA77,
representante da ordem Nostocales. Esta linhagem foi isolada de um campo de arroz inundado em
Santa Catarina, sendo mantida na colecdo de cultura do Laboratorio de Ecologia Molecular de
Cianobactérias do CENA/USP (Piracicaba-SP).

2.2. Cultivo da biomassa

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer com capacidade para 1000 mL
contendo 600 mL de meio de cultivo (BG11) enriquecido com Na,COjs (concentracdo de 1,5
g/L). A concentragdo de inoculo inicial foi 10% v/v. Os frascos contendo a cultura receberam
aeracdo constante de 2,5L/min e foram mantidos a 24+1°C sob uma intensidade luminosa de 150
pmol.m?s™. O periodo de duracdo do cultivo foi 10 dias. As células foram recuperadas por
filtracdo e em seguida liofilizadas.
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2.3. Extracédo dos lipideos

Quatro métodos: Bligh e Dyer, Folch (realizado no ultrassom), Folch (realizado no reator
de micro-ondas) e 2-EE (2-etoxietanol) foram testados para extracdo e recuperacdo dos lipideos
da biomassa celular de Trichormus sp. CENA77.

Bligh e Dyer: Inicialmente foi adicionado solvente a biomassa (0,5 g) na seguinte proporc¢&o:
cloroférmio, metanol, agua 1:2:0,8 (v/v/v) respectivamente. As amostras foram agitadas por
alguns minutos até completa homogeneizacdo dos solventes. Na sequéncia, manteve-se em
agitacdo branda por 18 h com auxilio de esferas de vidro. A extracdo foi realizada a temperatura
ambiente.

Folch realizado no ultrassom: As extracbes foram realizadas em Ultrassom (Modelo-
UP200S/UP400S, Hielscher-Ultrasound Technology) com processadores ultrassonicos que
emitem poténcia entre 200 W e 400 W. A biomassa (0,5 g) foi misturada e homogeneizada com
uma mistura de cloroférmio: metanol (2:1 v/v). Um terco do volume de cloroférmio foi
adicionado e a mistura foi sonicada durante 10 min. Este procedimento foi executado por mais
duas vezes consecutivas.

Folch realizado no reator de micro-ondas: A extracdo foi efetuada utilizando-se um reator de
micro-ondas comercial (modelo Discover/University-Wave, Cem Corporation), constituido por
uma camara cilindrica interna com 75 mm de didmetro e 100 mm de altura. As células
liofilizadas foram transferidas para um baldo de fundo redondo com capacidade de 25 mL, no
qual se adicionou uma mistura de cloroférmio e metanol como solvente de extracdo. O baldo foi
inserido na cavidade interna do reator, permanecendo durante 1h, sob uma irradiacdo de micro-
ondas de 100 W e temperatura constante de 60 °C. Um condensador de refluxo foi acoplado ao
sistema para evitar evaporacao do solvente.

2-EE (2-etoxietanol): A extracdo de lipideos foi realizada usando 2-EE como solvente, de acordo
com a metodologia descrita por Jones et al., 2012. A mistura contendo biomassa celular (0,5 g) e
0 solvente foi aquecida a uma temperatura constante de 60 °C durante 30 minutos com agitacéo
constante. A suspenséo foi entéo filtrada e o pellet novamente extraido com 25 mL de solvente. O
procedimento foi repetido em triplicata para assegurar a completa extracdo e recuperagdo dos
lipideos a partir da biomassa celular.

2.4. Recuperacéao dos lipideos

Ao final das etapas extrativas, para todos os métodos empregados, a mistura contendo
lipideos foi centrifugada por 15 minutos de modo a separar o contetdo celular da parte extraida.
O sobrenadante recolhido foi misturado a uma solugéo de KCI 0,88% (1/4 em relacdo ao volume
da amostra) e transferido a um funil de separacédo. A fase inferior foi transferida a outro funil de
separacgdo, adicionando-se uma mistura de metanol-a4gua (2:1). Apés a separacdo das fases, o
extrato lipidico obtido foi seco em rota-evaporador para remocdo do solvente e em seguida
transferido para estufa (60°C) até obtencdo de massa constante. O total de lipideos foi
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determinado por analise gravimétrica, pela Equacéo 1.

1)

Massa final lipideos
Massa da biomassa seca

%L ipideos = *100

2.5. Caracterizacdo da matéria-prima lipidica

Anélise do perfil de acidos graxos: A composicdo em &cidos graxos foi determinada por
cromatografia de fase gasosa, segundo metodologia da AOCS (2004), empregando cromatdgrafo
4 gés (CGC Agilent 6850 Series GC System), equipado com coluna capilar do tipo DB-23
Agilent (50% cianopropil — metilpolisiloxano, dimensdes 60 m, @ int: 0,25 mm, 0,25 um filme),
operando com rampa de aquecimento de 110°C (5 min), 110 — 215°C (5°C/min) e 215°C— 24 min
e hélio como géas de arraste. Os padrbes de acidos graxos utilizados foram os acidos caprdico
(C6:0); caprilico (C8:0); caprico (C10:0); laurico (C12:0); miristico (C14:0); miristoléico
(C14:1); pentadecandico (C15:0); palmitico (C16:0); palmitoléico (C16:1); margarico (C17:0);
cis-10-heptadecenodico (C17:1); estearico (C18:0); oleico (C18:1); linoleico (C18:2); a —
linolénico (C18:3 n-3); araquidico (C20:0); eicosendico (C20:1); beénico (C22:0); erlcico
(C22:1); lignocérico (C24:0) e nervonico (C24:1).

3. RESULTADOS

Diversos trabalhos tém mostrado que o tipo de método empregado na extracdo dos
lipideos de micro-organismos destinados para obtencdo de biodiesel pode influenciar no teor de
material lipidico extraido, comprometendo a produtividade lipidica destinada para o processo
(Jones et al., 2012; Aradjo et al., 2013; Silva et al., 2014). Desta forma, o0 método deve ser capaz
de fornecer um sistema que facilite a ruptura celular para completa recuperacdo do contetido
lipidico.

Assim, visando selecionar um metodo adequado, eficaz e que forneca maior recuperacao
do material lipidico da biomassa da cianobactéria Trichormus sp. CENA77 foram testados 4
métodos extrativos, empregando-se diferentes sistemas, tipos e proporcdes de solventes. As
Figuras 1 e 2 mostram o aspecto da biomassa celular antes e depois de ser submetida ao processo
de extragdo. O teor de lipideos extraido (%) para cada um dos métodos testados esta ilustrado na
Tabela 1.
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Figura 1. Biomassa liofilizada antes da extracéo. Figura 2. Biomassa ap0s a etapa de extragdo
pelo método Folch conduzido no ultrassom.

Tabela 1 — Rendimento de 6leo obtido a partir da biomassa de Trichormus sp. CENA77 em
funcdo dos diferentes métodos extrativos

Meétodo de extracao Rendimento (% m/m)
Bligh e Dyer 16,2+1,9
Folch usando ultrassom 216+14
Folch usando micro-ondas 135+2,1
2-EE 25,8+0,8

De acordo com a Tabela 1, observa-se que os valores obtidos de recuperacdo de lipideos
variaram entre 13,5 a 25,8%, dependendo do método empregado. Dentre todas as técnicas
testadas, 0 método 2-EE forneceu o maior teor de recuperacao de lipideos (25,8 + 0,8%).

O segundo melhor resultado foi obtido empregando-se a metodologia de Folch com
auxilio de processador ultrassénico para rompimento celular. Por meio desta técnica foi possivel
recuperar um teor de lipideos da ordem de 21,6 + 1,4%. Por outro lado, o método de Folch
conduzido no reator de micro-ondas foi menos eficiente, revelando um rendimento de extracédo
de 13,5 + 2,1%. Este resultado mostra que, independente do solvente o tipo de sistema usado
para conduzir o processo extrativo é de fundamental importancia, considerando que o valor
alcancado pelo método de Folch empregando Ultrassom foi aproximadamente 8% superior
comparado ao obtido pelo mesmo método, porém conduzido no reator de micro-ondas.

O método de Bligh e Dyer forneceu um rendimento de 16,2 + 1,9%, valor superior ao
método de Folch conduzido no reator de micro-ondas, porém inferior aos demais.

De um modo geral, comparando-se os valores obtidos pelos métodos extrativos testados
neste trabalho com dados reportados pela literatura, grande similaridade foi observada. No estudo
realizado por Jones et al. (2012), trés métodos de extracdo de lipideos foram avaliados para a
biomassa de uma linhagem da microalga Chlorella cultivada em &gua salgada. O melhor
resultado de recuperacéo de lipideos foi obtido para 0 método 2-EE. Silva et al. (2014) relataram
gue o método 2-EE também foi o mais adequado para extrair o contetdo lipidico da cianobactéria
Synechococcus sp. PCC7942, seguido do método Folch conduzido no ultrassom. Por outro lado,
neste mesmo estudo uma menor porcentagem de lipideos foi alcangcada pelo método de Bligh e
Dyer, contrariamente ao obtido neste trabalho.
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O material lipidico resultante foi caracterizado quanto ao perfil de acidos graxos,
apresentando a composicao descrita na Tabela 2, juntamente com o perfil da mesma linhagem,
porém cultivada sob condicdes diferentes. No cultivo realizado neste trabalho, o meio foi
enriquecido com Na,CO3 (concentracdo de 1,5 g/L) e mantido sob intensidade luminosa de 150
umol.m?.s, diferente do cultivo reportado por Da Rés et al. (2013), no qual o sistema foi
mantido sob 100 pmol.m?2.s™ e ausente de Na,COs.

Tabela 2 — Comparacdo do perfil de &cidos graxos da biomassa de Trichormus sp. CENA77 cultivada sob
diferentes condigdes

Composicéo (%)

Acidos graxos

Neste trabalho Da Ros et al. (2013)
C6:0 caproéico 0,10 0,08
C8:0 caprilico 0,16 0,60
C10:0 caprico 0,09 0,60
C12:0 laurico 0,66 9,70
C14:0 miristico 0,24 3,90
C15:0 pentadecandico 0,05 0,06
C16:0 palmitico 11,88 24,90
C16:1 palmitoléico 0,84 1,50
C17:0 margarico 0,07 0,20
Cl7:1 cis-10-heptadecendico 0,08 0,10
C18:0 estedrico 3,14 3,40
C18:1 oléico 48,57 36,90
C18:2 linoléico 29,48 10,70
C18:3 linolénico 3,42 5,15
C20:0 araquidico 0,31 0,37
C20:1 eicosenoico 0,34 0,30
C22:0 behénico 0,32 0,15
C24:0 lignocérico 0,16 0,10
N.I. Né&o identificado 0,09 1,30
Saturados 17,18 44,10
Insaturados 82,73 54,60

Nota-se que o material lipidico da linhagem Trichormus sp. CENA77 apresentou maiores
proporcdes de acidos graxos insaturados em sua composicdo, independente das condigdes de
cultivo (82,73 e 54,60%). Porém, o valor mais elevado foi obtido quando o cultivo foi mantido
sob intensidade de luz mais intensa e suplementado com Na,COsz (neste trabalho),
correspondendo a um aumento de 28% em relagdo ao reportado por Da RoOs et al., 2013. Os
acidos graxos obtidos em propor¢des mais elevadas foram o &cido oleico (C18:1), linoleico
(C18:2) e o acido palmitico (C16:0). O perfil de acidos graxos apresenta similaridade com
relacdo & formacao dos principais &cidos graxos, porém em quantidades diferentes.

As alteragdes mais relevantes em relacdo aos dados inicialmente obtidos (Da Ros et al.,
2013) foram observadas para as concentracdes de acido palmitico (reducdo de 13%), acido
linoleico (aumento de cerca de 19%), &cido oleico (aumento de 12%) e reducdo de
aproximadamente 9% para o &cido laurico. Ressaltando que, quando o meio de cultura foi
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enriquecido com Na,COjs e o cultivo efetuado sob elevada intensidade de luz (150 pmol.m™?.s™),
um aumento acentuado em &cidos graxos insaturados (em especial para os &cidos linoleico e
oleico) e diminuicdo de acidos graxos saturados (acidos palmitico e laurico) foram observados.
Os demais &cidos graxos obtidos em propor¢6es menores incluem: &cido capréico (C:6), acido
caprilico (C:8), acido caprico (C:10), acido pentadecandico (C:15), acido estearico (C:18), acido
linolénico (C18:3), acido araquidico (C:20) , &cido beénico (C:22), dentre outros (Tabela 2).

A literatura relata que a concentracdo de CO, e adi¢do de bicarbonato de sodio tem
influéncia no aumento de acimulo de lipideos pela célula, bem como na formacdo de acidos
graxos saturados e insaturados, dependendo da linhagem e das condic@es de cultivo. Além disso,
um aumento na formacao de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) pode ser obtido por meio de
uma combinacdo adequada de intensidade de luz e uma fonte de carbono (CO; ou bicarbonato de
sodio) (Morais; Costa, 2008), como verificado no presente trabalho para o &cido linoleico
(C18:2).

No estudo realizado por Silva e colaboradores (2014), o material lipidico da linhagem da
cianobactéria Synechococcus sp. PCC7942 apresentou um aumento de aproximadamente 10% no
teor de &cidos graxos insaturados em sua composi¢do quando cultivada em meio enriquecido com
Na,COs. Para esta mesma linhagem, os acidos graxos que sofreram acentuadas modificacdes nas
suas propor¢des foram o é&cido linoleico (C18:2), acido oleico (C18:1) e o acido palmitico
(C16:0). Cabe ressaltar que a linhagem de Trichormus sp. CENA77 ndo possui ainda relatos na
literatura em aplicacOes tecnoldgicas, 0 que torna particularmente atraente a avaliacdo de sua
potencialidade como fonte de matéria-prima lipidica na producéo de biodiesel.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicaram que o0s sistemas extrativos que forneceram maior
recuperacdo de lipideos para a linhagem da cianobactéria Trichormus sp. CENA77 foram 2-EE
(25,8% m/m) e Folch conduzido no ultrassom (21,6% m/m). Com relacdo ao perfil de acidos
graxos, a matéria-prima lipidica apresentou um aumento de 28% no teor de &cidos graxos
insaturados quando cultivada em meio enriquecido com Na,COj3 (concentracdo de 1,5 g/L) sob
intensidade de luz de 150 pmol.m'z.s'l. Os &cidos graxos obtidos em maiores proporcdes foram:
oleico (48,57%), linoleico (29,48%) e palmitico (11,88%).
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