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RESUMO

Cianobactérias da espédidicrocystis protocystis foram cultivadas em laboratério e
posteriormente desidratadas. O material resultEmitsubmetido a uma operacédo de

extracdo de lipideos assistida por ciclos

de cosspee hidrostética. A remocgédo de

lipideos da matriz solida ocorreu em extrator laal@l empregando etanol como

solvente, a temperatura de °G@0e pressurizacdo ciclica de 400 kPa. Ciclos de
pressurizacado hidrostatica e descompressao dmsigiara a pressao atmosférica, com
duracdo de 300 s cada, foram adotados duranteiodpede extracdo de 21600 s.

Aliquotas foram removidas da fase liquida em irstlas de 1800 ou 3600 s, e a massa

resultante de extrato foi determinada por evaporag@ solvente. Um ensaio de
extracdo exaustiva em Soxhlet foi conduzido pohlfa temperatura de ebulicdo do
etanol e a uma razao solido-solvente=de60 (em massa). Um rendimento de extrato
no equilibrio da ordem de 13% foi estimado por uateto cinético de®ordem para a
extracdo com ciclos de presséo hidrostética. Cose Io@ percentual de soluto por
extracdo com Soxhlet (22,5%), a técnica investigagieesentou uma eficiéncia de

extracao proxima a 56%.

1 INTRODUCAO

Cianobactérias do génerblicrocystis
apresentam grande floracdo natural em
ambientes aquéticos no Brasil. Como séo
responsaveis pela producdo da cianotoxina
microcistina geram um sério risco a flora e
fauna, com casos de intoxicacdo
documentados (CAMACHO et al., 2012).

A presenca cada vez mais recorrente
destas e outras cianobactérias toxicas em
corpos aquaticos utilizados como fonte de
agua de abastecimento tem gerado interesse
em entender o aumento das floracbes (WU et
al., 2015), e propor tecnologias de remocé&o
destes sélidos de aguas de abastecimento

(HOEGER; HITZFELD; DIETRICH, 2005).
Neste sentido, processos de separacéo solido-
liguido com agentes floculantes alternativos
aos empregados comercialmente, e processos
de separacdo por membranas tem sido
testados com relativo sucesso, por exemplo
(CAMACHO et al., 2012).

Entretanto, o destino do lodo, oriundo
desta operacdo conduzida em larga escala,
constitui um problema ndo menos grave do
que a prépria remocao das cianobactérias da
agua. Como as cianobactérias sao ricas em
lipideos, pesquisadores tem estudado a
viabilidade de utilizacdo deste tipo de
biomassa para producdo de biodiesel (DA
ROS et al., 2013; SINGH et al., 2015). No



entanto, assim como ocorre com a producao
de biodiesel a partir de microalgas, um dos
principais gargalos do processo é 0 baixo
rendimento da etapa de extracdo de lipideos
(MENENDEZ et al., 2014; SOARES et al.,
2014).

Dentre as diferentes técnicas modernas
de extracdo solido-liquido reportadas na
literatura (ex.: extracdo assistida por
ultrassom, por microondas, por campos
elétricos pulsados, com liquido pressurizado e
com fluidos supercriticos) (MENENDEZ et
al., 2014; KOTOVICZ;, WYPYCH,;
ZANOELO, 2014) uma alternativa econdmica
em termos de custo de capital, tempo e
rendimento de extrato € a extracdo com ciclos
ou pulsos de compressao/descompressao
hidrostatica (NAVIGLIO et al.,, 2008;
KOTOVICZ; ZANOELO, 2013; ORTIZ;
BENINCA; ZANOELO, 2015).

Neste contexto, o principal objetivo do
presente trabalho € avaliar a cinética de
extracdo de lipideos de lodos desidratados de
cianobactérias da espécieMicrocystis
protocystis em uma condicdo particular de
extracdo, assistida por pressurizacao ciclica.

2 MATERIAIS E METODOS

As cianobactérias utilizadas como fonte
de lipideos nesta investigacdo sdo da espécie
Microcystis protocystis. Em particular, séo
cianobactérias cultivadas a partir da cepa
HBRFO1 (fornecida pela Companhia de
Saneamento de Minas Gerais, COPASA/MG)
em condi¢cOes reportadas detalhadamente na
literatura (CAMACHO et al, 2012). A
biomassa resultante foi submetida a uma
operacdo de separacdo do meio aquoso de
cultivo e a posterior secagem em estufa a
60°C. O lodo desidratado foi classificado
granulometricamente em agitador mecanico
com peneiras da série Tyler (10, 12, 14, 24,
28, 80, 170, 200, 270 e 325 mesh) e
armazenado para emprego nos ensaios de
extracao.
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De maneira preliminar aos ensaios de
remocdo de lipideos, amostras do lodo
tiveram sua umidade determinada por
gravimetria. O procedimento demandou uma
estufa, mantida com o lodo a®&5por 24 h, e
uma balanca analitica com resolugdo de
0,0001 g. Em seguida, amostras do mesmo
material com massas de 0,3804€004 ¢
foram acondicionadas em sachés de papel-
filtro com tamanho de poros de 1dn. Os
leitos empacotados foram individualmente
transferidos para diferentes camaras de
extragdo contendo 2,358,003 g de etanol
(pureza= 99,8%) a 30C. A escolha de etanol
como solvente foi principalmente motivada
pelo seu baixo custo, alta pressdo de vapor e
baixa toxicidade. Os dois ultimos atributos
permitem a facil remocéo do solvente residual
do Oleo extraido e a eventual utilizacdo da
lama soélida para alimentagdo animal. A
natureza polar do etanol pode ser interpretada
COmMo um aspecto negativo, mas isto permite a
guebra de certas ligacbes entre lipideos e
proteinas que tornam possivel a extracdo de
uma fracdo particular de lipideos neutros
(SOARES et al., 2014).

As camaras de polietileno com formato
cilindrico e de volume préximo a 5 mL eram
fechadas em uma das extremidades e dotadas
de um émbolo removivel na extremidade
oposta. Apoés a alimentacéo da mistura sélido-
liguido, o sistema era pressurizado, com
auxilio de uma prensa hidraulica, por
deslocamento do émbolo até uma certa
posicdo definida pela lei de Boyle, necessaria
para obtencdo da presséo desejasdOq
kPa). Uma frequéncia de 1:600 ciclos de
compressdo por segundo foi adotada (i.e.; o
sistema foi mantido pressurizado por 300 se a
pressdo atmosférica por 300 s adicionais em
cada ciclo). As camaras permaneceram em
banho ultratermostatico a %D durante todo o
periodo de extragéo.

Embora os experimentos de extracao
assistida por pressurizagcdo ciclica tenham
sido conduzidos em uma Unica condicdo de
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operacado, o propoésito de utilizar mais de uma
camara de extracdo foi evitar a reducao
excessiva de solvente da camara de extracéo
durante o processo de amostragem da fase
liquida, o que alteraria significativamente a
razdo solido-solvente inicial. Desta forma, a
primeira camara operou por 3600 s com
retirada de duas aliquotas=®7 mL no final

do tempo de operacdo, e uma possivel
aliquota de=0,3 mL a 1800 s 4). De
maneira andloga, a segunda camara operou
por 7200 s com remocéao de duas aliquotas da
fase liquida de=0,7 mL no final do tempo de
operacgdo, e uma possivel aliquota=@g mL

a 72004t s (isto é a 5400 s). No total 06
camaras foram empregadas.

As aliquotas foram levadas a uma
estufa, onde permaneceram até peso constante
para remocéo do solvente e determinagédo da
massa de extrato na aliquota. As massas de
extrato nos diferentes tempos permitiram a
estimativa da fracdo massica de soluto na fase
liguida e a construcdo da curva cinética de
extracdo ¥ versus t). O método gravimétrico
em questéo permite a determinagao de solutos
totais e foi essencialmente adotado devido a
sua simplicidade em comparacdo a técnicas
mais refinadas que possibilitam a estimativa
precisa da fracdo de lipideos e o perfil
guimico dos mesmos, como por exemplo a
cromatografia.

Um ensaio Unico de extragdo em
Soxhlet foi conduzido a fim de determinar a
eficiéncia do método de extracdo assistida por
pressurizagdo ciclica. Neste sentido, parte-se
da premissa que a extracdo em Soxhlet é
responsavel pela extracdo de todo o lipideo
encontrado na matriz sélida. A extracao
ocorreu na temperatura de ebulicAo do
solvente a pressdo atmosférica, e a uma razao
solido-solvente igual a 1:60 em massa (a fim
de garantir que néo haveria saturacdo da
solucao liquida) durante um intervalo de 12 h.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
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O lodo de cianobactérias empregado
nos ensaios de extracdo apresentou uma
umidade de aproximadamente 7,82% em base
Uumida. Este valor indica que apesar da etapa
de secagem adotada apOs o cultivo das
cianobactérias em meio aquoso, que gerou um
produto com umidades residuais, o longo
periodo de armazenamento do material foi
responsavel pelo incremento da umidade até a
umidade de equilibrio em condi¢cdes ambiente
de temperatura e umidade relativa. Este valor
€ significativamente alto se comparado aos
teores de lipideos extraidos que seréo
apresentados na sequéncia. Sendo assim, se
nao computado, ocasionaria uma
subestimativa do rendimento de lipideos
determinado por método gravimétrico.
Também cabe destacar que em geral a
umidade tem um efeito negativo sobre o
rendimento de extratos, logo em uma situagao
otima de extracdo a umidade da matriz solida
em questdo deveria ser reduzida ao minimo
valor possivel (JOHNSON, 2000).

A Figura 1 apresenta a distribuicao
granulométrica do lodo de cianobactérias.
Ressalta-se de imediato que dentre as 10
peneiras empregadas somente em 6 destas
houve retengcdo significativa de massa de
sélido. Deste modo pode-se afirmar que o
lodo apresenta tamanho médio de particulas
superior a 64um e inferior a 95Qum, com
=50% de massa de diametro meédio
aproximadamente igual a 388/m. Um
resultado adicional extremamente relevante
reportado na Figura 1 € que a fracdo de
material de menor diametro médio apresenta
um tamanho aproximadamente 4,5 (i.e.;
64/14) vezes maior do que o tamanho dos
poros dos sachés empregados para
empacotamento das cianobactérias. Isto reduz
a possibilidade de erros na determinacdo de
massa de extrato.



Figura 1 — Distribuicdo de tamanho de
particulas do lodo delicrocystis protocystis.
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A curva cinética de extracao assistida
por pressurizagdo ciclica a aproximadamente
400 kPa é observada na Figura 2.

Os dados da Figura 2 reportam a fracao
massica de soluto na fase liquida em funcao
do tempo de extragdo. Como esperado, um
modelo de primeira ordem (Equacdo 1)
descreveu corretamente 0s  resultados
experimentais.

Figura 2 — Fracdo massica de solutos na fase
liguida em fungdo do tempo de extracdo

Simbolos: resultados experimentais; linha
solida: Equacéo 1.
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O desvio médio relativo entre resultados
experimentais e calculados na Figura 2 é da
ordem de 20%. Este valor relativamente alto,
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experimentais que nao puderam ser reduzidas
por repeticio das provas devido a
disponibilidade limitada das cianobactérias.

Os parametros ajustaveis do modelo em
guestdo (Equacdo 1) foram estimados pelo
método de otimizacdo de Levenberg-
Marquardt de forma a minimizar o somatorio
do quadrado dos residuos.

y=147x102[1-exp(-376x107t)| (1)

A partir dos dados da Figura 2 e
empregando a Equacdo 2 constroi-se
rapidamente a curva cinética de rendimento
de extrato (Figura 3).

i)

Figura 3 — Curva Cinética de rendimento de
extrato Simbolos: Equacdo 2 comnmy
experimental; linha soélida: Equagéo 2 cgm
calculado.
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Substituindo-se na Equacao 2 os valores
médios de massa de solvente, massa de
cianobactérias e umidade em base Umida
(reportados na  secgdo  anterior) e
considerando a fragdo massica de soluto no
equilibrio dada pela Equacdo 1 (0,0147)
estima-se que o rendimento de extrato no
equilibrio foi aproximadamente igual a

0 qual ndo é estranho se observada a grande 12,7%. Este valor dividido pelo rendimento

dispersdo dos pontos na Figura 2, é
essencialmente  atribuido a incertezas

em Soxhlet com etanok?22,5%) resulta em



uma eficiéncia de extracdo assistida por
pressurizagao ciclica da ordem de 56%.

Um valor de rendimento igual a 29,6%
de lipideos foi obtido com a mesma cepa de
Microcystis protocystis em uma razéo solido-
solvente andloga a utilizada no presente
experimento (CAMACHO et al., 2015).
Entretanto, este resultado foi alcancado a uma
temperatura de extracdo de°Gp o que
impacta positivamente o rendimento no
equilibrio. Sabe-se que a natureza dos lipideos
encontrados em diferentes microalgas e
cianobactérias faz com que o0s solutos
apresentem solubilidades diferentes em
distintos solventes. Neste sentido, é possivel
atribuir esta discrepancia em termos de
rendimento, ao menos parcialmente, ao fato
do referido resultado reportado na literatura
ter sido obtido com hexano. De fato, o menor
rendimento de extracdo em aparelho de
Soxhlet com etanol, da ordem de 22,5%,
confirma o efeito significativo do tipo de
solvente.

4 CONCLUSOES

Os resultados preliminares obtidos nesta
investigacdo nao permitem verificar o
impacto dos ciclos de pressurizacdo sobre a
cinética de extracdo e rendimento de
equilibrio. Entretanto, considerando-se o0
percentual de extrato obtido no equilibrio
(=13%) e o potencial de otimizacdo da
extracdo por utilizacdo de outros solventes,
temperaturas e pressbes superiores, acredita-
se que a técnica de extracdo investigada €
promissora para propositos de extragdo de
lipideos totais de cianobactérias. A eficiéncia
alcancada pelo método=56%) em uma
condi¢do n&o ideal de extragédo corrobora esta
afirmacéo.

NOMENCLATURA

D diametro médio das particulas retidas
nas diferentes peneiras da série Tyler;
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ms massa de solvente alimentada na

camara de extracao (kg);

me massa de cianobactérias alimentada na
camara de extracao (kg);

R rendimento de extrato (massa de

extrato por massa de lodo seco) (%);

t tempo de extracao (s);

U umidade do lodo em base Umida e em

decimal (kg kgf);

y fragdo massica de soluto na fase

liquida (kg kg";

) fracdo massica de cianobactérias retida
nas diferentes peneiras da série Tyler.
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