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EVALUATION OF FLOCCULATION AND LIPID EXTRACTION OF Chlorella sp. CULTIVATED IN CONCENTRATED
DESALINATION. Chlorella sp. was used to assess algal lipid production with concentrated desalination. In order to investigate the

action of the flocculating agent calcium chloride and pH, a Box-Behnken Design and a Central Composite Design (CCD) were carried

out. Also, Soxhlet and Supercritical Fluid Extraction (SFE), with and without sonication lipid extraction methods, were examined. The
optimal flocculation conditions were pH 10.0 and 2.0 g/L of calcium chloride concentration. The highest lipid content of Chlorella
sp. was obtained using the Soxhlet extraction method. The most abundant fatty acid extracted by Soxhlet and SFE, with and without
sonication, was palmitic acid, whose proportions were 57.4%, 35.3% and 25.5%, respectively.
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INTRODUCAO

O Brasil se encontra em uma posi¢do privilegiada para assumir
a lideranca no aproveitamento integral das biomassas pelo fato de
possuir intensa radiacdo solar, 4gua em abundancia, diversidade de
clima e pioneirismo na produgdo de biocombustiveis em larga escala,
com destaque na obtengdo de bioetanol a partir de cana de acucar.'
As microalgas despontam como um novo recurso renovavel com
potencialidades diversas em termos de biomassa, biocombustiveis e
bioprodutos.>* Este interesse no cultivo de microalgas, em grande parte,
¢é devido ao rapido crescimento e tolerancia a ambientes extremos, bem
como por serem facilmente cultivadas em dguas salobras e/ou dguas
residuais.*> Por exemplo, o principal método utilizado para obtencdo
de dgua potdvel na regido nordeste do Brasil € a purificacdo das dguas
subterraneas, na maioria dos casos salobra, pelo processo de dessa-
linizagdo por osmose reversa. No entanto, a dessalinizagio de aguas
salobras produz um concentrado com elevado teor de sais minerais,
na qual o tratamento inadequado pode causar problemas ambientais
como a salinizag@o do solo e consequentemente infertilidade da terra.®
Assim, € geralmente reconhecido que as microalgas desempenham
um papel importante na auto-purificacdo de dguas residuais.*’ Desta
forma, o cultivo de microalgas em concentrado de dessalinizagdo é uma
forma eficiente de remocao de nutrientes. As microalgas assimilam os
nutrientes existentes no concentrado e os incorpora em sua biomassa,
gerando quantidades significativas de 6leo. Ainda, pode-se obter uma
biomassa rica em lipideos e outros compostos nutracéuticos.®

O potencial das microalgas em compara¢do com as plantas para
producio de biocombustiveis estd relacionado com o alto teor de lipi-
deos produzido por estes micro-organismos.” Apesar da potencialidade
das microalgas como matéria-prima para biocombustiveis, a coleta de
algas continua a ser um grande obstdculo econdmico, com um custo
estimado em 18,5% dos custos totais de produg¢do.!® Os desafios da
coleta estdo associados a natureza microscépica das algas (tamanho
entre 5-20 um de didmetro) e 4 baixa produtividade.'! Por conseguinte,
acoleta da biomassa de algas € uma importante drea de pesquisa a fim
de desenvolver um processo econdmico e competitivo para a produgio
de biocombustiveis. Técnicas comuns e primdrias para a concentragao
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e coleta da biomassa microalgal tem sido realizadas por centrifugacdo,
floculag@o seguida por sedimentagéo ou flotagéo.'? Neste estudo serd
avaliado o processo de floculagdo-sedimentacao de Chlorella sp., por
meio da adicdo de aditivos floculantes - cloreto de célcio (CaCl,). Do
mesmo modo, para facilitar a floculagio, o pH do meio de cultivo pode
ser ajustado a fim de induzir um fendmeno conhecido como autoflo-
culag@o.” Desta forma, a determinagdo da concentracdo do agente
floculante (cloreto de célcio) e inducao do pH foi otimizada utilizando
a metodologia de superficie de resposta (MSR), uma ferramenta esta-
tistica que foi anteriormente proposta por Yang et al.'*

Embora a extrag@o lipidica nas microalgas seja relativamente
facil de ser executada, sdo usados vdrios processos para aumentar a
eficiéncia e o rendimento, com baixos custos. O 6leo pode ser extraido
por processos quimicos nos quais solventes como benzeno, éter ou
hexano sao usados para promover a extra¢ao de lipideos. O uso de
enzimas € outro método de extragio eficaz, que torna o fracionamento
do 6leo mais facil. Além destes métodos, o tradicional método de
sonicacdo (ultrassom) também € utilizado para o rompimento da
parede celular das algas.>!'>!* Um método bastante inovador ¢ a ex-
tragdo por fluido supercritico (EFS), onde o gis CO, sofre pressdo e
aquecimento, adquirindo ambas propriedades de liquido e gas. Este
fluido liquefeito atua como solvente, extraindo o 6leo da matéria-
-prima. Neste processo € possivel capturar mais energia da célula
lipidica, favorecendo a conversdo, sendo substancialmente melhor
quando comparado ao processo convencional.!”

Os objetivos deste trabalho foram cultivar a microalga Chlorella
sp. Em um meio a base de concentrado de dessalinizac¢do; otimizar a
auto-floculacéio da biomassa microalgal de Chlorella sp. por meio da
metodologia de superficie de resposta; e comparar o teor de lipidios
e o perfil dos dcidos graxos da microalga utilizando técnicas de ex-
tracdo dos lipideos da biomassa pelo método convencional (soxhlet)
e extracdo por fluido supercritico (EFS) com e sem o rompimento
da parede celular (sonicacdo).

PARTE EXPERIMENTAL
Concentrado de dessalinizacao

Amostras do concentrado de dessalinizagdo foram coletadas em
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uma planta de dessalinizagdo de dgua salobra, localizada no municipio
de Sao Jodo do Cariri, Paraiba, Brasil. As amostras foram armazena-
das em recipientes pldsticos de 100 litros em cdmara de refrigeracio
a —20 °C no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos (BIOTEC)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Caracteristicas
fisico-quimicas do concentrado de dessalinizac@o (Tabela 1) foram
determinadas de acordo com a metodologia descrita por APHA.'8

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do concentrado de dessalinizacao

Parametro Valor médio
Cl (mg/L) 1691,3
Ca (mg/L) 126,5
Fe (mg/L) 0,13
K (mg/L) 47,0
Mg (mg/L) 4,74
Na (mg/L) 987.,5
NH,* (mg/L) 1,35
Sulfatos (mg/L) 138,0
Fosforos totais (PO, mg/L) 0,70
Dureza total (CaCO;, mg/L) 985,2
TDS (mg/L) 2190,5
Nitrogénio total (mg /L) 30,0
Condutividade (uS/cm) 4875,0
pH 8,11

Nota: TDS = Sélidos Totais Dissolvidos.

Micro-organismo e preparacao do inéculo

Uma cepa selvagem, chamada TU1, foi obtida em tanques de
cultivo de peixes contendo concentrado de dessalinizagdo em Sdo
Jodo do Cariri, Paraiba, Brasil. A estirpe foi purificada em meio de
cultura Bold Basal Medium (BBM) solidificado com dgar a 1,5%.
A cepa (TU1) cresceu bem em meio BBM e foi identificada mor-
fologicamente como espécie Chlorella, renomeada como Chlorella
sp. A microalga foi mantida em Bold Basal Medium (BBM) mo-
dificado" contendo os seguintes componentes (por litro): 0.075 g
K,HPO,, 0.014 g KH,PO, 0.075 g MgSO,.7H,0, 0.09 g NaNO,,
0.025 g CaCl,.2H,0, 0.025 g NaCl, 0.05 g EDTA-Na,, 0.00498 g
FeSO,.7H,0, 0.01142 g H,BO,, 0.232 mg MnCl,.4H,0, 1.41 mg
ZnS0,.7H,0, 0.252 mg CuSO,.5H,0, 0.192 mg NaMoO,.5H,0,
0.080 mg CoCl,.6H,0, 10 g de extrato de levedura e 250 mL de
concentrado de dessalinizacdo.

A microalga cultivada até a fase exponencial foi utilizada como
inéculo, que foi transferido em um volume correspondente a 10%
(v/v) para biorreatores conicos invertidos com capacidade de 4.000
mL, contendo 3.500 mL de solu¢do BBM modificado. Os cultivos
foram mantidos sob aerac@o constante, temperatura de 27 °C, sob
iluminac¢do de 10 klux fornecida por lampadas fluorescentes de 40 W,
com fotoperiodo de 12-h claro/12-h escuro durante 12 dias de cultivo.

Planejamento experimental

O estudo dos efeitos e de otimizacao das condi¢des do volume de
sedimentacio por meio da floculagao da biomassa de Chlorella sp. foi
realizado mediante a metodologia de superficie de resposta e consistiu
em duas etapas. Na primeira etapa foi utilizado um delineamento
estatistico de Box-Behnken com 2 fatores (pH e cloreto de cdlcio) e
3 niveis (-1, 0, +1).2° Os niveis reais dos fatores independentes foram
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0,5; 1,5 e 2,5 (g/L) para o cloreto de célcio (CaCl,) e 7,0; 8,0 € 9,0
para o pH (Tabela 2). Posteriormente, um Delineamento Central
Composto (DCC) foi utilizado com uma regido experimental de 5
niveis (valores codificados em —a., -1, 0, +1 e +0a; Tabela 4). O ponto
central (0) foi replicado 3 vezes para estimativa do erro experimental,
totalizando 13 ensaios. Os valores codificados foram transformados
em valores reais segundo a Equacéo 1

Y =B+ BX, 4 BX, + Xy + B X7+ BuXy 4 BXt + BX X, +
B X,X; + e @))]

onde, Y a varidvel predita, 3, o intercepto; B,, B,, B; os coeficientes
lineares; B,,. B,y B3; 0s coeficientes quadrticos; B,,, B, B,; 0s coe-
ficientes das interagdes e, X; X; os valores codificados para os niveis
das varidveis X, X; € € o erro aleatorio. O programa Statistica versdo
7.0 foi utilizado para a andlise de variancia (ANOVA) e definir o
coeficiente de determinagio (R?).

A separagdo da biomassa do meio de cultivo foi realizada por
floculagdo seguida de centrifugagdo. O grau de floculagdo da sus-
pensdo celular foi observado por meio da determinacdo da relagdo
entre a altura do sedimento (Hs) e a altura da fase liquida (HI). A
relacdo Hs/HI indica o volume de sedimentagdo (VS). Quanto maior
for o volume de sedimenta¢@o (VS), maior € o grau de flocula¢do
da suspensdo e mais facilmente € a sua redispersdo.?! A suspensio
celular decantada foi centrifugada a 4000 rpm por 40 minutos sob
refrigeragdo de 10 °C. A biomassa resultante foi mantida em estufa
de secagem a 60 °C por 12 horas e utilizada para andlises posteriores.

Métodos de extracio e quantificacdo de lipideos

Para a obtengdo do extrato lipidico da biomassa de Chlorella
sp. foram utilizados trés métodos de extraciio. O método de Soxhlet
(extrac@o por solvente) e o método de extragdo por fluido super-
critico (EFS — CO,), com o rompimento prévio da parede celular
através da sonicacdo (ultrassom) em equipamento Ultrasonic Cleaner
(Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil) a 20 Hz durante 30 minutos e a EFS
— CO, sem o processo de sonicagao.

Método de Soxhlet

Foram pesados 50,0 g da amostra e transferido para o cartucho
de extragdo em aparelho de Soxhlet com n-hexano como solvente
de extracdo, durante um periodo de 4 a 8 horas. A temperatura foi
mantida constante no aparelho extrator, dentro da faixa de ebulicio
do n-hexano (68 — 70 °C). Baldes de 250 mL foram utilizados no
aparato e o volume de solvente usado para cada extragdo foi de
aproximadamente 170 mL. Apds o término do periodo de extracdo
e arrefecimento da micela foram retiradas aliquotas de 3,0 mL para
andlises de lipidios totais.

Meétodo extracio por fluido supercritico - CO,

A extragdo por fluido supercritico (EFS — CO,) foi conduzida
em equipamento SFT-100XW (Newark, Delaware, USA) a uma
pressdo de 4440 psi (306 bar) e temperatura de 60 °C. Pesou-se 10 g
de biomassa seca e cristais de vidro com didmetro de 3,0 mm foram
misturados e colocados no cartucho de extracio de alta pressdo. O
CO, foi pressurizado a pressdo de operagdo através de uma bomba
de alta pressdo. O CO, pressurizado foi aquecido a temperatura de
operacdo e bombeado para dentro do cartucho durante o processo
de extrag@o. O extrato lipidico foi coletado em frasco de vidro pre-
viamente tarado através do fluxo de CO, pela amostra regulada pela
vélvula restritora durante 4 horas de extragdo. O extrato lipidico no
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frasco foi posteriormente quantificado por gravimetria, obtendo-se
assim o extrato lipidico total que foi utilizado para a andlise do perfil
dos 4cidos graxos.

Caracterizacio dos acidos graxos

A transesterificagio do extrato lipidico total foi realizada de acor-
do com o método de Metcalfe.?? A andlise da composigao em dcidos
graxos dos extratos lipidicos foi determinada por cromatografia gasosa
(CG) utilizando cromatdgrafo a gas, modelo GC-2014 (Shimadzu,
Kyoto, Japao) equipado com detector de ionizag¢@o de chama e coluna
com 105 metros de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno
(10% cyanopropylphenyl, 90% biscianopropil polysiloxane), com
fluxo de 1,1 mL/min, temperatura do injetor de 260 °C e temperatura
do detector 260 °C. A composic¢ao dos dcidos graxos foi determinada
por comparagdo dos picos do tempo de retencdo com 0s respectivos
padrdes de dcidos graxos (Sigma, St. Louis, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 € possivel visualizar a curva de crescimento da
microalga Chlorella sp. cultivada em BBM padrao e BBM + con-
centrado de dessalinizagcdo (CD). Foi observado que a densidade
celular de Chlorella sp. foi maior no cultivo em BBM padrdo em
relacdo ao BBM + CD. Uma possivel explicacdo para a redugdo da
densidade celular no BBM + CD € a elevada concentrac@o de {fons
divalentes no concentrado de dessalinizac¢do. De modo provavel, a
alta concentracdo de fons divalentes (cdlcio, magnésio e sulfatos)
no concentrado de dessalinizacdo pode causar inibi¢do do cresci-
mento microalgal.”®
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Figura 1. Densidade celular de Chlorella sp. cultivada em meio BBM padrdo
e BBM + concentrado de dessalinizagdo (CD)
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Efeitos do delineamento Box-Behnken

A regido experimental estudada foi definida com base em estu-
dos prévios e na literatura.'>'* Para avaliar a influéncia das varidveis
independentes — concentracio de cloreto de cdlcio e o pH — sobre a
varidvel dependente volume de sedimentagdo (VS), foi elaborado um
planejamento estatistico Box-Behnken com a finalidade de determinar
a concentragdo ideal do cloreto de célcio e a faixa do pH. Os valores da
resposta do volume de sedimentacado (VS) estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Matriz de Delineamento Box-Behnken com o volume de sedimen-
tacdo da biomassa de Chlorella sp.

Tratamentos CaCl, (g/L) pH Volume de
sedimentacdo
1 0,5 (-1) 7,0 (-1) 0,015
2 0,5 (-1) 8,0 (0) 0,038
3 0,5 (-1) 9,0 (+1) 0,085
4 1,5 (0) 7,0 (-1) 0,046
5 1,5 (0) 8,0 (0) 0,062
6 1,5 (0) 9,0 (+1) 0,054
7 2,5 (+1) 7,0 (-1) 0,046
8 2,5 (+1) 8,0 (0) 0,069
9 2,5 (+1) 9,0 (+1) 0,038
10 1,5 (0) 8,0 (0) 0,054
11 1,5 (0) 8,0 (0) 0,046
12 1,5 (0) 8,0 (0) 0,054

O modelo matematico empirico, codificado e de 2* ordem, en-
contrado, com os seus respectivos coeficientes estatisticos estd apre-
sentado na Equacdo 2. Esse modelo foi obtido a partir da regressao
nao linear (modelo quadratico) dos dados experimentais, utilizando
o software Statistica versao 7.0.

VS = 0,608 — 0,041X, — 0,342X,? - 0,203X, + 0,016X,* +
0,007X,X, )

O resultado da andlise de varidncia (ANOVA) para a resposta
volume de sedimento (VS) estad apresentado na Tabela 3, na qual se
observa que o coeficiente de determinacdo R? foi de 0,96 mostrando
que 96,0% da varia¢do da resposta pode ser explicada pelo modelo. O
volume de sedimenta¢@o da biomassa variou de 0,015 a 0,085. Houve
efeito significativo (p<0,05) para varidvel pH e a interagio entre as
varidveis, sugerindo que a concentracio de cloreto de célcio e o pH
do meio influenciaram na resposta. O tratamento 3 apresentou 0 maior
volume de sedimenta¢@o da biomassa (0,085) com valores fixados
de 0,5 g/L de cloreto de célcio e pH 9,0. A andlise de varidncia dos
resultados do delineamento de Box-Behnken para a resposta avaliada,

Tabela 3. Andlise de Variancia (ANOVA) apds o Delineamento Box-Behnken para a varidvel resposta volume de sedimentacdo da biomassa de Chlorella sp.

Soma quadratica Grau de liberdade Meédia quadratica Teste F p
CaCl, (L +Q) 0,000056 2 0,000028 0,69870 0,563493
pH(L+Q) 0,000915 2 0,000457 11,42482 0,039537*
Interagdo (L + Q) 0,002192 4 0,000548 13,68802 0,028676*
Erro puro 0,000120 3 0,000040 - -
Total SS 0,003302 11 - - -

2=0,96; Radj =0,86; * p <0,05; L = efeito linear; Q = efeito quadrético.
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volume de sedimentaciio da biomassa, indicou que a regressdo nao
foi significativa ao nivel de 5%. A falta de ajuste também nao foi
significativa, o que permite a utilizagdo do modelo matematico.

Baseado nos resultados obtidos pelo delineamento de Box-
Benhken foi realizado um delineamento Central Composto (DCC) a
fim de se obter uma melhor condicéo para a floculacio da biomassa
de Chlorella sp.

Otimizacao do volume de sedimentacio pelo Delineamento
Central Composto (DCC)

A Tabela 4 mostra o delineamento estatistico central composto
utilizado como experimento de ajuste para a determinac¢do da melhor
condi¢ao de obtengio do volume de sedimentagdo da biomassa micro-
algal. O modelo matematico polinomial de 2* ordem para o volume
de sedimenta¢do (VS) estd descrito na Equagdo 3:

VS = - 1,256 — 0,124X, — 0,010X,2 + 0,286X, — 0,015X,? +
0,018X X, 3)

Na Tabela 4 € possivel visualizar que o volume de sedimentagio
da biomassa variou de 0,044 a 0,147. O tratamento 10 apresentou o
melhor resultado experimental (0,147) do volume de sedimentacio,
no qual a concentragdo de CaCl, foi de 2,0 g/L e o pH igual a9,5. A
andlise estatistica (ANOVA) (Tabela 5) das varidveis independentes
mostrou que a varidvel pH apresentou efeito significativo. O coefi-
ciente de determinac@o R? para o modelo foi de 0,85 mostrando que
85,0% da variagdo da resposta pode ser explicada pelo modelo, sendo
este valor aceitdvel quando se trata de sistemas bioldgicos. A partir
da avaliacdo do modelo quadratico obtido para a varidvel volume de
sedimentagdo (VS), foi possivel gerar as curvas de contorno da influ-
éncia da concentrag@o de cloreto de célcio e do pH sobre o volume
de sedimentacdo (Figura 2).

Tabela 4. Matriz do Delineamento Central Composto (DCC) com o volume
de sedimentacdo da biomassa de Chlorella sp.

Tratamentos CaCl, (g/L) pH S;ﬁ;‘:l?aizo
1 1,0 (-1) 8,5(-1) 0,073
2 1,0 (-1) 10,5 (+1) 0,088
3 3,0 (+1) 8,5 (-1 0,044
4 3,0 (+1) 10,5 (+1) 0,132
5 0,6 (-0 9,5 (0) 0,088
6 3.4 (+00) 9,5 (0) 0,117
7 2,0 (0) 8,0 (-o) 0,044
8 2,0 (0) 11,0 (+or) 0,132
9 2,0 (0) 9,5 (0) 0,102
10 2,0 (0) 9,5 (0) 0,147
11 2,0 (0) 9,5 (0) 0,102
12 2,0 (0) 9,5 (0) 0,117
13 2,0 (0) 9,5 (0) 0,117

Foi observado que o volume de sedimentacdo (VS) € maximo
quando a concentrag@o do cloreto de cdlcio for fixada em 2,0 g/L
e o valor de pH entre 9,5 e 11,5. Na Figura 3 € possivel visualizar
claramente a floculagéo da cultura de Chlorella sp. apds a otimizagéo.
Em comparagdo com a literatura, os valores de pH obtidos neste
estudo sdo semelhantes ao demonstrado por Vandamme et al.** na
qual a flocula¢@o de microalga Chlorella vulgaris foi induzida em
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Tabela 5. Andlise de Variancia (ANOVA) ap6s o Delineamento Central Com-
posto (DCC) para a varidvel resposta volume de sedimentac@o da biomassa
de Chlorella sp.

Soma Grau de Meédia Teste F p
quadrdtica liberdade quadratica

CaCl, (L) 0,000394 1 0,000394  1,20999  0,333085
CaCl, (Q) 0,000779 1 0,000779  2,39249  0,196824
pH (L) 0,006508 1 0,006508  19,98766 0,011068*
pH (Q) 0,002022 1 0,002022  6,21017  0,067339
Interacao 0,001351 1 0,001351 4,14783 0,111371
L+Q
Falta de 0,000447 3 0,000149  0,45798  0,726446
ajuste
Erro puro 0,001302 4 0,000326 - -
Total SS 0,012476 12 - - -

R?=0,85; Radj =0,75; * p<0,05; L = efeito linear; Q = efeito quadrdtico.
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Figura 2. Grdfico de contorno do Delineamento Central Composto (DCC)
em fungdo da concentragdo de CaCl,(g/L) e pH

pHentre 11,0 - 12,0. O mesmo autor considera que a floculagdo pode
ocorrer naturalmente quando o suprimento de CO, € interrompido e,
devido ao processo fotossintético, o pH € elevado a proximo de 10,0.
Neste estudo, para que ocorra uma eficiente floculagio da biomassa
de Chlorella sp. foi necessdrio adicionar aproximadamente 2,0 g/L
de cloreto de célcio ao meio de cultivo. A presenga de sais de cdlcio
e/ou magnésio, que apresentam cardter bdsico, favorece a formacao
de flocos microalgais nos quais a carga positiva do cloreto de célcio
neutraliza a carga negativa presente na superficie das microalgas,
induzindo a floculagdo e agregacéo das células.'> Ainda, € de notar
que os fons divalentes (célcio e magnésio) estdo presentes no concen-
trado de dessaliniza¢do, podendo induzir a floculacdo. No entanto,
a baixa concentrag@o destes sais no concentrado de dessalinizacdo
ndo ird favorecer naturalmente o fendmeno da floculag¢do. De fato,
Nurdogan e Oswald® observaram em tanques abertos de cultivo de
microalgas que a autofloculac@o ndo ocorre em dguas com baixo teor
de cdlcio e magnésio. Desta maneira, a escolha do cloreto de cdlcio
como agente floculante deve ser destacada.

Métodos de extracio e perfil dos acidos graxos
Trés diferentes métodos de extracdo dos lipideos da biomassa

de Chlorella sp. foram propostos neste estudo. O teor de lipideos
foi maior pelo método de Soxhlet (23,0%), seguido por extracio
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Cultura de Chlorella sp.

Cultura de Chlorella sp. floculada

Figura 3. Floculagdo da cultura de Chlorella sp. apos a otimizagdo, condi¢do
da floculagdo: CaCl (2,0 g/L) e pH = 10,0 - 11,0

por fluido supercritico (EFS) com sonicag@o (4,5%) e EFS sem so-
nicagdo (2,1%). O perfil dos dcidos graxos extraidos da biomassa de
Chlorella sp. em trés diferentes métodos de extracdo estd apresentado
na Tabela 6. Nos trés métodos de extracdo testados o dcido palmitico
(C16:0) foi o 4cido graxo observado em maior concentragdo, sendo
maior no método de Soxhlet (57,0%), seguido da EFS com sonicacao
(35,3%) e da EFS sem sonicagio (25,5%). Também houve a produgio
do 4cido linoléico (C18:2n6c) em todas as condigdes experimentadas.
A biomassa obtida do cultivo da microalga Chlorella sp. apresentou
elevado teor de dcido linolénico (C18:3n3c) com 10,9% pelo método
de Soxhlet e 24,5% pela EFS com sonica¢do. Diversos dcidos graxos
ndo foram possiveis de ser detectados na EFS sem sonicacdo. Neto et
al.*® sugere que a extragao dos lipideos de microalgas pelo método de

Tabela 6. Perfil dos dcidos graxos extraido da biomassa de Chlorella sp. em
trés diferentes métodos de extracdo

Método de extragdo (valores em
porcentagem)

EFS (sem EFS (com

Acidos graxos

Soxhlet sonica¢do) sonicacao)
Saturados C13:0 0,38 nd nd
Cl14:0 1,47 nd 0,82
C15:0 1,30 nd 0,84
Cl16:0 57,04 25,52 35,36
C17:0 0,75 0,44 0,42
C18:0 2,65 3,02 2,06
Subtotal 63,59 28,98 39,50
Monoinsaturados Cl15:1 2,47 1,21 8,96
Cle6:1 1,05 1,87 1,53
Subtotal 3,52 3,08 10,49
Poli-insaturados C18:2n6¢ 4,97 8,49 7,67
C18:3n3 10,99 nd 24,51
C18:1n9¢ nd 0,36 1,38
C20:2 nd nd 0,44
Subtotal 15,96 8,85 34,00
Naﬁ"ci‘éf)‘;‘i' 1693 5909 1601
Total 100 100 100
Lipideos totais 23,3 2,1 4.5

EFS: Extracdo por Fluido Supercritico.

Quim. Nova

EFS pode ser acompanhada de um pré-tratamento de ruptura celular
(sonicagdo), ou ainda, conduzido com um co-solvente de extracao.
Também, a moagem e trituracdo, acompanhadas de um pré-tratamento
enzimdtico ou micro-ondas, sdo ferramentas potenciais que podem
otimizar a biodisponibilidade celular de lipideos.?

E importante salientar que devido 2 espessura da parede celular das
microalgas do género Chlorella, aliberagio dos lipideos intracelulares
fica bloqueada. Portanto, o emprego de um pré-tratamento por sonica-
¢do facilita a extragdo lipidica. Logo, foi verificado que a detec¢@o dos
dcidos graxos foi mais eficiente no processo de EFS (com sonicac?o).
Ainda, dentre os trés métodos de extragdo de lipideos proposto, o maior
teor de dcidos graxos poli-insaturados (34,0%) foi alcancado na EFS
(com sonicacdo). Ademais, estes compostos extraidos pelo processo de
EFS ndo sofrem a biodegradagio pelos solventes (método de Soxhlet),
tornando adequados para a incorporacdo em alimentos funcionais.
Apesar da EFS ser um método inovador, a eficiéncia na extragdo dos
lipideos ndo foi equivalente a0 método convencional de extra¢do por
solventes (Soxhlet). Por conseguinte, a utilizacdo da EFS-CO, na
extracdo de carotendides de microalgas como corantes naturais seria
uma alternativa vidvel para a aplicagio na industria de alimentos.”’

Em resumo, este estudo revelou que se a intencéo dos lipideos
obtidos a partir do cultivo da microalga Chlorella sp. em concen-
trado de dessalinizac¢do for para a conversao do 6leo em biodiesel
recomenda-se o método de extragdo por Soxhlet. Por outro lado,
a EFS-CO, seria o método de escolha quando os lipideos e dcidos
graxos fossem aplicados na industria alimenticia.

CONCLUSOES

O modelo matemdtico obtido pela metodologia de superficie de
resposta indicou que a concentragdo de cloreto de cdlcio fixada em
2,0 g/L e pH 10,0 sdo as condicdes mais adequadas para a floculacdo
da biomassa de Chlorella sp. e, portanto, um método eficiente para
pré-concentrar a cultura antes do processo de centrifugacdo.

A eficiéncia da extrag@o de lipideos da biomassa de Chlorella
sp. foi diferente de acordo com o método de extragdo. O maior teor
lipidico foi obtido pelo método de Soxhlet 23,3%, seguido da EFS
com sonicac¢do com 4,5% e da EFS sem sonicacdo 2,1%. O 4cido
palmitico (C16:0) foi o dcido graxo predominante nos trés métodos
de extracdo. A microalga Chlorella sp. exibiu elevado teor de dcidos
graxos poli-insaturados, tais como os dcidos linolénico e linoléico.

Por fim, o concentrado de dessalinizagdo € fonte de nutrientes
prontamente disponivel para o cultivo de Chlorella sp. Portanto, re-
presenta uma opg¢ao atrativa para o desenvolvimento de complementos
nutricionais (health foods), racdo animal suplementada e potencial
para a produgao de biocombustiveis em virtude do alto teor de lipideos
e perfil dos dcidos graxos.
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