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Resumo
Atualmente tem-se buscado novas fontes de energia consideradas limpas devido aos
problemas que existem no setor de combustiveis que depende quase inteiramente
dos combustiveis derivados do petréleo que vém se tornando cada vez mais raros e
provocam diversos problemas ambientais e a salude humana. Uma destas “novas”
fontes energéticas € o biodiesel que sdo os monoalquil ésteres de acidos graxos
presentes em animais e vegetais. O biodiesel originado de plantas oleaginosas tem
sido o tipo mais comum produzido no mundo. Contudo néo atende realisticamente a
demanda mundial. Portanto, estdo sendo feitos estudos para utilizar fontes
alternativas de 6leo, como as microalgas, que tém elevada producdo de biomassa e
se acredita que podem ser capazes de produzir altas concentracdes lipidicas. Neste
trabalho buscou-se desenvolver um método analitico para determinar quantidade
lipideos em microalgas que fosse de simples manuseio, robusto e de baixo custo de
andlise. Para tal estudou-se quatro técnicas de anadlise. Na espectroscopia de
infravermelho distante utilizou-se o pico da ligacdo C=0 para detec¢do dos lipideos
nas microalgas das espécies Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis sp., porém
os valores encontrados ndo puderam ser atribuidos com certeza aos lipideos devido
a presenca de outras substancias que interferem no resultado da analise. Na
espectrofluorimetria utilizou-se o corante vermelho do Nilo que se associa aos
lipideos presentes nas células microalgais e obteve-se uma correlacdo entre a
radiacdo de fluorescéncia e o teor de lipideos neutros presentes nas microalgas da
espécie Nannochloropsis sp., tendo sido calculado o valor de 4,4% e 4,8% de lipideo
para cultivos com 4 e 6 dias de cultivo. Duas técnicas cromatograficas foram
comparadas entre si e os valores de teor de lipideos encontrados nos extratos das
microalgas das espécies Desmodesmus sp. Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta e
Nannochloropsis sp.demonstraram ser proximos em ambas com diferenca de
aproximadamente 16%nos valores encontrados. Ao final desse estudo conclui-se
que as técnicas espectrométricas apresentam melhores resultados qualitativos e as
técnicas cromatograficas possuem um grande potencial para determinar a
concentracdo de lipideos nos extratos, apesar de sofrerem muita variagdo no

resultado de acordo com o método de extracdo de lipideos empregado.
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Abstract

Due to notorious problems on the fuel sector which depends almost entirely on fossil
fuels, derived from petroleum that is becoming increasingly rare and causes many
problems to the environmental and human health, new sources of energy considered
clean has been sought. One of these "new" energy sources is biodiesel (monoalkyl
esters of fatty acids present in animals and plants). The biodiesel originated from
oilseeds is the most common type produced worldwide. But, realistically does not
meet global demand. Therefore, studies are being made to use alternative oil
sources, such as microalgae, which have high biomass production, and are known to
be capable of high lipid production. This study aimed to develop an analytical method
to determine lipid in microalgae that would be simple to use, robust and of low cost
analysis. For this purpose we studied the techniques of far infrared spectroscopy,
spectrofluorimetry, thin layer chromatography and gas chromatography. In the far
infrared spectroscopy the peak of C = O bond at a wave number of 1750 cm™was
used for lipids detection in microalgae Haematococcus pluvialis and Nannochloropsis
sp. The values found could not be assigned with certainty to neutral lipids due to the
presence of other substances that interfered with the analysis result, such as the
pigment astaxanthin. For spectrofluorimetry analyses the lipophilic dye Nile red was
employed, which associated with neutral lipids present in microalgal cells made it
possible to obtain a correlation between the fluorescence radiation and the content of
neutral lipids present in the microalgae of the species Nannochloropsis sp. The value
of 4.4% and 4.8% of lipids in dry biomass was calculated for strains after 4 and 6
days of cultivation. Chromatographic techniques were compared to each other and
the lipid content values found in the hexane extracts of microalgae species
Desmodesmus sp., Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta and Nannochloropsis sp.
were similar in both techniques with standard deviation of approximately 16% in the
values found. At the end of this study it was concluded that both spectrometric
techniques are best performing as qualitative analyses and chromatographic
techniques have great potential to determine the lipid quantity present in microalgae

extract, although results depend highly on the lipid extraction method employed.
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1. Introducéo

O uso de combustiveis derivados do petréleo ja se tornou notério como
insustentavel para o planeta, por ser uma fonte energética ndo renovavel e
pelos danos que provocam ao meio-ambiente e a salde da populacéo, como a
emissao de gases do efeito estufa, material particulado e gases do tipo SOy.
Contudo os bicombustiveis séo fontes de energia renovaveis, que contribuem
para a recuperacdo da biosfera. Existe uma grande variedade de
bicombustiveis, por exemplo o alcool, metano, hidrogénio e biodiesel (Grisoli,
R. et al, 2009).

Biodiesel derivado de cultivo tradicional de oleaginosas é uma fonte
renovavel potencial, porém realisticamente satisfaz apenas uma pequena
fracdo da demanda existente por combustivel para transporte, além de utilizar
area agricola que pode ser usada para cultivo de produtos alimenticios
(Gomes, M. et al, 2009).

A utilizacdo de microalgas na producéo de biodiesel implica em diversas
vantagens socioecondmicas, industriais e ambientais. As microalgas
apresentam elevada producdo de biomassa que pode ser cultivada em
gualquer tipo de terreno, pois o tipo de solo ndo interfere na qualidade nem no
crescimento das microalgas que séo cultivadas em biorreatores, e deste modo
0 processo pode ser aplicado em regides carentes, 0 que geraria um grande
desenvolvimento social. A producédo de Oleo pelas microalgas é maior a que
das plantas oleaginosas, para uma mesma superficie, € num mesmo periodo
de tempo(Chisti, Y., 2007, Teixeira, C.M. L. L. e Morales, E.2006), e ainda
possuem uma alta capacidade de fixacdo de CO, (Milne, T. A. et al., 1990;
Minowa, T. et al., 1995; Brown, L. M. e Zeiler, K. G., 1993), um dos principais

gases que causam efeito estufa.

A producdo de biodiesel depende da selecdo da matéria-prima, do
catalisador e do método de purificacdo do produto final (Morin, P. et al., 2007;
Hamad, B. et al., 2008). A gqualidade final do biodiesel produzido depende
intrinsecamente de todas estas etapas, e a selecdo da matriz a ser trabalhada
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exerce uma grande influéncia nas demais fases, bem como no rendimento

esperado.

Os métodos de andlise de 6leos atualmente disponiveis, em sua maioria,
nao visam a aplicacao no setor de petréleo, gas natural e outros combustiveis,
e ainda utilizam técnicas de elevado custo, pouca disponibilidade e alta
complexidade de manuseio e andlise de resultados, como Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Refletancia na regido de Infravermelho Préximo
(NIR) (Godoy, I. J., et al, 1986). Técnicas como cromatografia a gas,
amplamente utilizada na quantificacdo de lipideos, apesar de bastante sensivel
e especifica, necessita da etapa de extracdo e derivatizacdo da amostra, o que

aumenta o tempo e o custo da andlise.

Um método que fosse baseado no tingimento da célula microalgal seria
mais vantajoso, eliminando a etapa de extracdo dos lipideos. Na literatura
existem diversos trabalhos que utilizam marcadores lipofilicos para a
quantificacdo de lipideos. Um deles € o Vermelho do Nilo (Nile red), corante
que se associa aos lipideos neutros (utilizados na producéo de biodiesel) da
célula e quando excitado no comprimento de onda A = 552 nm (cor verde)
emite uma radiacdo de fluorescéncia no comprimento de onda A = 636 nm (cor
vermelho) (Cooksey, K. E. et al, 1987; Huang, G-H., et al, 2009). Utilizando
técnicas fluorimétricas é possivel obter uma correlacdo entre a radiacdo de
fluorescéncia do corante com a quantidade de lipideos presentes nas células
(Moazami, N., 2011 e Silva, T. L., et al, 2009).

Uma analise cromatografica mais simples e que dispensasse a
derivatizacdo das amostras também traria vantagens na agilidade do processo
de analise. A cromatografia em camada delgada apresenta as mesmas
caracteristicas basicas da cromatografia gasosa, porém € uma técnica mais
facil de trabalhar e analisar, ndo necessita de equipamentos complicados e
caros e 0 extrato ndo precisa passar por nenhuma reagdo previa para ser
analisado. Desta forma os custos e tempo de andlise diminuem e o método
pode ser realizado por uma amplitude maior de pessoas que nao precisam ter

um conhecimento técnico avancado.
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Neste trabalho as técnicas de andlise de espectroscopia de infravermelho
distante, espectrofluorimetria, cromatografia em camada delgada e
cromatografia gasosa foram estudas para a determinacdo do teor de lipideos
neutros em microalgas, e os resultados obtidos foram comparados. Alguns
aspectos que influenciam as analises também foram estudados em diferentes

niveis, buscando melhorar as condigfes de andlise.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar um método de analise, eficiente e robusto, para a
determinacdo de lipideos neutros em microalgas, a serem utilizados na

producao laboratorial e industrial de biodiesel.

2.2. Objetivos Especificos

e Estudar possiveis técnicas de andlise de lipideos neutros em
microalgas;

e Determinar a técnica mais adequada para realizar a analise de
lipideos neutros em microalgas;

e Analisar os fatores que influenciam o processo de analise de lipideos

neutros em microalgas;
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3. Revisédo bibliografica

3.1. Fundamentacéo tedrica

3.1.1. Histérico de combustiveis

O petroéleo foi consolidado no século XX como principal fonte de energia
primaria para as industrias,e para o setor de transporte, tornando-se um padrao
energético em todo o planeta depois da Segunda Guerra Mundial. O petroleo
foi capaz de mudar econbmica, social e ambientalmente os paises produtores

em desenvolvimento. (Bafios, R. et al, 2011)

Com o progresso econdmico, o mundo foi se tornando cada vez mais
dependente dos combustiveis fésseis, ndo renovaveis, logo as reservas
mundiais vao se esgotando e o petroleo se torna cada vez mais raro (Bafos, R.
et al, 2011). A utilizacdo dos derivados de petréleo como combustiveis causa

diversos males para o meio ambiente e para a saude dos seres humanos.

Derivados do petroleo como a gasolina, o 6leo diesel, o 6leo combustivel
e a querosene sdo utilizados como combustiveis, e durante sua queima, estas
substancias podem liberar na atmosfera compostos sulfonados (SOy),
principais originadores de chuvas acidas, metais pesados como o niquel (Ni) e
o vanadio(V), causadores de diversas doencas como alergias, rinite, sinusite e
até cancer, e alguns dos gases do efeito estufa como o di6xido de carbono
(CO,) um dos principais responsaveis pelo aguecimento global. (Gioda, A.;
Gioda, F. R., 2006). O planeta ndo pode mais ter como principal fonte
energética os combustiveis fosseis. Os impactos ambientais devem ser levados
em consideracdo, por isso, em todo o mundo, paises estdo mudando suas
politicas energéticas para promover uma reducdo dos gases que causam O
efeito estufa (Saydut, A. et al, 2010).



19

3.1.2. Energias Renovaveis

Acompanhando a conscientizacao global sobre a disponibilidade limitada
de petréleo, sua instabilidade econémica e os graves efeitos ambientais, surgiu
um interesse mundial pelo estudo e busca de fontes de energia mais limpas e
ambientalmente corretas. (Monteiro, M. R., et al, 2009) Isto &, fontes de
energias consideradas renovaveis, que possuam baixas taxas de emissdes de

carbono em seu ciclo de vida tecnoldgico.

A principal desvantagem da energia renovavel é o alto custo de
instalagdo e manutencéo, por este motivo muitas pesquisas e estudos estédo
sendo realizados para viabilizar esta classe de energia. Existem diversos tipos
de energias alternativas de fontes renovaveis, por exemplo, a energia solar,
energia eolica, energia hidraulica, energia geotérmica e bioenergia (Quadros,
D. G. et al, 2010; Junqueira, M. S. D., 2002). A bioenergia €é a energia
renovavel originada de fontes biologicas. Uma delas é a biomassa, ou seja, é 0
material biolégico de organismos vivos ou frescos, que podem ser plantas ou
animais. Esta pode ser queimada para produzir vapor e gerar eletricidade ou
como fonte de calor para industrias e residéncias. A biomassa também pode
ser convertida em outras formas de energia como o gas metano, o etanol e 0
biodiesel (Quadros, D. G. et al, 2010; Junqueira, M. S. D., 2002).

3.1.3. Biodiesel

O termo Biodiesel designa compostos de mono-alquil ésteres de &cidos
graxos, que normalmente séo obtidos pela transesterificacdo de Oleos vegetais
ou gorduras animais com alcoois de cadeia curta (Balabin, R. M. e Safieva, R.
Z., 2011) como o etanol e o metanol, e geralmente na presenca de um
catalisador, basico, acido ou enzimatico. A Figura 1 mostra 0 mecanismo
reacional da conversao de triglicerideos em biodiesel utilizando um catalisador
basico. Esta reacdo ocorre em diversas etapas reversiveis sucessivas,
formando diglicerideos e monoglicerideos como intermediarios e como produto

final o biodiesel e a glicerina.



20

A RO B
\Tﬁ \|"Oc;
2 0 3 0 .
2 Kb Ra KOH R
);—O + CH;0H 0 H——OH
o g T o
q METANCL d METANOL
Rs/J§ o] R_:’go
TRIGLICERIDEQ
HO
OCE; R}_ KOH R:}_o
Ri— = g0 +  CH;0H
0 0 o 0
MONO-ALQUIL ESTER METANOL )%
(BIODIESEL) R0 R;” 0
MOMO-ALQUIL ESTER
DIGLICERIDEQ (BIOCIESEL)
OCH; Ry
3 OCH;z
R { + H0§_0 2 f\ -
1
. @
MONO-ALQUIL ESTER K MONO-ALQUIL ESTER
(BICDIESEL) (BIODIESEL)
OCHs OCH;
4% /\ :
Rl—xg‘
o . H0~< ’ cron H{OH - %o% . o
2 OCE OF  METANOL AGUA o} OCH;
:—xg Ra
0 B3 /%_o R_:AO ‘_<o
MONC-ALQUIL ESTER .
oo S}!IESEL) MONOGLICERIDED MON(%iglb%EgEE)STER
H 0 OCH . OCH;
Ri— —{
HO 8]
CHs— . 0 *
OCH;
METANOL 0 0 OCH; i
d >|\ LS H
R;~ TOH 5 0
. MONO-ALQUIL ESTER
MONO-ALQUIL ESTER (BIODIESEL)
(BIODIESEL) “
OCH;
R1—§:
o HO OCH;
HO . Ri—
OCH; KOH HO )
HO N 2 :{ +
o 0] OCH;
HO = R*—{\
GLICERINA OCH; . He0H 0
R3 Acua
-_‘io OCH;
B3
MONO-ALQUIL ESTER o}
(BIODIESEL) MONO-ALQUIL ESTER
(BIODIESEL)
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O biodiesel possui este nome por ser derivado de produtos de origens
biolégicas e possuir caracteristicas e desempenho semelhantes ao diesel
derivado do petréleo,apesar da estrutura quimica do biodiesel ser diferente da
do déleo diesel mineral. Ele apresenta a vantagem de ser um combustivel mais
limpo, pois sua queima é mais completa que a do Oleo diesel comum, o que
reduz a producdo de monoxido de carbono e também evita a emissdo de
materiais particulados na atmosfera, ndo traz na sua composi¢cdo substancias
carcinogénicas, o teor de enxofre € muito menor, e tem alta biodegradabilidade
(Sharma, Y. C. e Singh, B. 2009).

Como o biodiesel tem 0 mesmo desempenho em motores de igni¢cao por
compressdo, que os O6leos dieseis minerais, ndo € necessaria nenhuma
espécie de conversdo ou adaptacdo deste tipo de motores. Apesar das
vantagens ambientais do biodiesel, ele ainda ndo pode ser utilizado na forma
pura (100% de biodiesel) como combustivel, uma vez que possui algumas
propriedades danosas como aumento de emissdo de NOy e reducdo do
desempenho do motor em baixas temperaturas. (Sharma, Y. C. e Singh, B.
2009). Por isso, atualmente, o biodiesel é utilizado em misturas com o 6leo

diesel mineral.

Outra desvantagem do biodiesel é a estabilidade oxidativa; esta
propriedade provoca a degradacdo do biodiesel com o tempo, rancificando o
combustivel e alterando algumas de suas propriedades. A estabilidade
oxidativa influencia a qualidade do combustivel e este problema se manifesta
na estocagem e transporte do biodiesel. A presenca de alguns fatores como ar,
luz, altas temperaturas e metais promovem a oxidag&o. A natureza dos radicais
da cadeia dos triglicerideos também afetam sua estabilidade: cadeias graxas
com ligagbes duplas quando oxidadas geram compostos instaveis chamados
de hidroperoxidos, que atacam elastbmeros em contato com o combustivel ou
iniciando uma polimerizagdo, formando produtos insollveis, tornando o
biodiesel instavel e inutilizavel. (Knothe, G. 2007 e Focke, W. W. et al, 2012).

Muitos estudos estédo sendo realizados para solucionar este problema.

No Brasil desde a Lei 11.097 de 13 de janeiro de 2005, que determina o

uso de biodiesel misturado ao diesel, diversas empresas passaram a investir
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na producdo deste biocombustivel pela sua facilidade de producdo e obvia
rentabilidade financeira. Inicialmente utilizando plantas conhecidas com alto
teor de Oleo, baixo custo de cultivo e pleno "know-how" de extracdo do 6leo;
tais plantas como a soja, o milho, a canola, o girassol, a mamona, etc.; e
sempre buscando matrizes mais rentaveis, que produzam uma maior
guantidade de 6leo com um menor custo. Contudo estas plantas também sé&o
utilizadas para o consumo humano, o que pode acarretar em uma competicao
no uso da terra para a producao de alimentos e producdo de biomassa para
combustiveis, provocando um aumento no custo dos gréos oleaginosos e
consequentemente a elevacdo do custo do biodiesel que reduzira sua
competitividade com o diesel mineral (Satyanarayana, K. G., et al, 2011;
Campbell, P. K., Beer, T., Batten, D., 2011).

Para o biodiesel ser rentavel é desejavel que seja produzido por
matrizes que evitem competicio com a alimentacdo, como Oleos néo
comestiveis, gordura animal, 6leos residuais e 6leos de microalgas, fontes que
nao necessitem das terras agricultaveis (Satoh, A. et al, 2010; Cheirsilp, B. et
al, 2011). Apenas a producdo de plantas oleaginosas néo é suficiente para
suprir a demanda de biodiesel necessaria (Meng, X., et al, 2009), é
imprescindivel a utilizacdo de outras fontes de matéria-prima para producao

deste biocombustivel.

De acordo com a literatura, as microalgas quando comparadas a outras
matérias-primas produtoras de O6leo apresentam uma elevadissima
produtividade, (Chisti, Y., 2007) sendo, portanto, uma matéria-prima capaz de
suprir a totalidade do biodiesel necessario para atingir a meta de adicdo ao
diesel, e sem conflitos relacionados ao uso da terra para finalidades
alimenticias. As microalgas nédo necessitam da terra utilizada para a agricultura,
nem de muito espaco para seu plantio, pois sdo cultivadas em tanques ou
biorreatores necessitando apenas de luz e alguns nutrientes, e sua colheita é

mais rapida, podendo ser realizada em poucos dias de cultivo (Mata, T.,2010).
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3.1.4. Microalgas

3.1.4.1. Introducéao

Microalgas sdo organismos fotossintetizantes de ambientes aquaticos,
tanto de agua doce quanto de agua salina, que podem existir individualmente,
na forma de células unitérias, em cadeias ou grupos; e as células sé podem ser
visualizados com auxilio de lupas ou microscopios. Elas apresentam um ciclo
de vida rapido com ampla diversidade de espécies de microalgas e géneros
(Chisti, Y., 2008; Moazami, N. et al, 2011; Satyanarayana, K. G. et al, 2011).

O crescimento de organismos fotossintetizantes necessita de luz, diéxido
de carbono (CO,), agua e sais inorganicos, principalmente nitrogénio (N) e
fésforo (P) (Chisti, Y., 2007). Assim, se for atendida a demanda nutricional
minima, as microalgas podem ser cultivadas de diversas formas, em pequena
escala, dentro de laboratérios, utilizando elernmeyers ou qualquer outro
recipiente transparente para permitir a passagem da luz, como garrafas
plasticas, ou em grande escala, necessitando de um espac¢o maior, em lagoas

fotossintetizantes e em fotobiorreatores fechados.

Lagoas fotossintetizantes séo, na verdade, sistemas abertos de tanques
rasos de concreto ou de terra batida revestidos com plastico, com recirculacéo
da agua normalmente feita por uma roda de pas para ndo decantar a
biomassa, o controle de contaminacdo e predadores € bastante limitado. A
producdo de biomassa é considerada baixa devida a disponibilidade restrita do
CO; e da luz solar, que existe apenas na superficie das lagoas ou tanques
(Harun, R., et al, 2010; Satyanarayana, K. G. et al, 2011; Campbell, P. K., Beer,
T., Batten, D., 2011).

Os fotobiorreatores sédo sistemas fechados transparentes, feitos de
plastico ou vidro, que podem ser expostos a luz solar ou luz artificial.O formato
€ variado, sendo mais comum os fotobiorreatores tubulares ou de placas

planas. Nestes sistemas é possivel fazer o controle da incidéncia de luz,
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temperatura, injecdo de CO, e pH do meio.As microalgas sdo mantidas em
circulagdo comum fluxo turbulento para evitar a sedimentacdo e para reduzir o
deposito nas paredes. A producdo de microalgas em fotobiorreatores é maior
gue em lagoas fotossintetizantes, contudo o custo de instalacdo e manutencéo
€ mais elevado (Harun, R., et al, 2010; Satyanarayana, K. G. et al, 2011).

Figura 2. Formas de cultivo das microalgas (A) Em erlenmeyer (B) Em gal6es plasticos (C)
Fotobiorreator tubular (D) Lagoas fotossintetizantes. Fonte: (A) e (B) Préprio autor; (C) e (D)
Greenwell, H. C. et al, 2011.

3.1.4.2. Aplicacdo comercial

O potencial de utilizacdo das microalgas em aplicacdes comerciais vem
sendo reconhecido para a produgdo de varios compostos como vitaminas,
pigmentos, carotenoides, proteinas, aminoacidos, lipideos, polissacarideos e
biocombustiveis pelas industrias alimenticias e farmocosmeéticas (Sidney, E.B.,
2010; Satyanarayana, K. G. et al, 2011).
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Substancias produzidas pelas microalgas podem ser utilizadas em
diversas areas comerciais. Compostos bioativos como antibidticos,
antioxidantes e toxinas sdo utilizados pelas industrias farmacéuticas. Esta
industria também aproveita o alto teor de proteinas, vitaminas e
polissacarideos das microalgas para o consumo humano(Sidney, E.B., 2010;

Satyanarayana, K. G. et al, 2011).

Pigmentos como a clorofila e os carotenoides assim como os préprios
extratos das microalgas possuem interesse na producdo de cosmeéticos e
corantes de alimentos. Em uso no mercado existem o extrato de Arthrospira sp.
e Chlorella vulgaris utilizados em cremes antienvelhecimento e para estimular a
sintese de colageno na pele (Spolaore, P., et al, 2006; Duarte, D. R. S., et al,
2010; Satyanarayana, K. G. et al, 2011).

Carotenoides sdo compostos lipofilicos que se caracterizam por ter uma
estrutura quimica com 40 &tomos de carbono, que inclui uma cadeia principal
de nove ligacBes duplas conjugadas, flanqueadas por estruturas anelares de
seis carbonos nas extremidades (Pereira e Yen, 2007). A estrutura quimica
tipica dos carotenoides, que possui diversas ligacdes duplas, € responsavel
pela coloracdo (laranja, amarelo ou vermelho), presentes em alguns frutos,
vegetais, fungos e flores, uma vez que as ligacGes duplas absorvem parte do

espectro luminoso nelas incidentes (Christaki, E., 2012).

Possivelmente os carotenoides de maior importancia comercial que as
microalgas produzem sdo o p-caroteno e a astaxantina. A astaxantina é
amplamente utilizada na alimentacdo de peixes, em particular o salméo, e na
fabricacdo de cosmeéticos pela sua coloracdo vermelha intensa e elevada
atividade antioxidante (maior que a das vitaminas C e E). O B-caroteno possui
alto valor nutricional, pois € o precursor da vitamina A no organismo humano
(Christaki, E., 2012, Hopkins 1995).

As microalgas sao fonte de vitaminas essenciais como as vitaminas A,
B1l, B2, B6, B12, C, E e outras que possuem grande valor nutricional.
Substancias como o dmega 3, e a clorofila vém sendo amplamente utilizados

na alimentacdo humana. Devido sua forte pigmentacdo verde, a clorofila &
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usada como corante natural em alimentos processados, e nas microalgas a
clorofila equivale cerca de 4% do peso seco. (Harun, R., 2010)

a4 OH

N N N
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Figura 3. Astaxantina. Estrutura quimica (A), como comercializada (B) e Visualizada na
microalga Haematococcus pluvialis (C) Fonte: Préprio autor (Microscopio Zeiss modelo
AxioStar plus, lente CP-ACHROMAT 10X, cAmera AxioCam ERCc 5s)
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Figura 4. B-caroteno. Estrutura quimica (A), como
comercializada (B)Fonte: Préprio autor
Atualmente o dmega 3 utilizado como suplemento alimentar é extraido
de peixes, o0 que é uma desvantagem, pois é considerado,por muitas pessoas,
um produto de sabor desagradavel. As microalgas sdo produtoras dos acidos
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graxos de 6mega 3 e dmega 6 e podem suprir este mercado (Harun,R., 2010 e
Spolaore, P., 2006).

3.1.4.3. Lipideos de Microalgas

Tradicionalmente, foram definidos como lipideos compostos bioquimicos
que ndo sao sollveis em &gua, e sollveis em solventes organicos. Esta
definicdo tem sido a base para a quantificacao da fracao de "lipideos totais” em
microalgas, isto €, a quantidade total de compostos soluveis extraidos da
biomassa com uma mistura de solventes, principalmente cloroférmio/metanol,
baseado em um método originalmente descrito por Bligh &Dyer (1959). Fica
evidente, pela diversidade de publicacbes sobre o teor de lipideos de
microalgas, a inconsisténcia gerada por esse conceito de lipideos, e devido a
este fato diferentes grupos de pesquisa tém apresentado valores de lipideos
consideravelmente diferentes, apds utilizar diversas misturas de solventes

organicos para extracao (Greenwell, H. C. ET AL, 2011).

Se for considerada a conhecida nogao quimica: “Semelhante dissolve
semelhante” faz sentido que os “lipideos” obtidos variem de acordo com a
mistura de solventes utilizada na extracdo, as substancias obtidas serdo em
realidade seletivamente extraidas de acordo com as variacdes experimentais e
a polaridade dos solventes utilizados (Brum, A. A. S.; Arruda, L. F.; Regitano-
d’Arce, M. A. B. 2009).

Deste modo, os lipideos que séo uteis na producéo do biodiesel seriam
obtidos de experimentos que utilizam solventes ou mistura de solventes com
caracteristicas e polaridades semelhantes aos dos acidos graxos e
triacilglicerideos, entretanto testes que utilizem solventes ou mistura de
solventes mais polares apresentariam um “rendimento” maior; contudo, isto
seria em realidade um equivoco, pois o0 material extraido teria uma combinagéo
rica de substancias sem interesse ao processo de produc¢ao do biodiesel como

composicao principal e majoritaria ao exemplo de pigmentos como a clorofila.

Este aspecto da investigacdo de lipideos € importante e tem sido
amplamente negligenciado. Principalmente porque os valores relatados como
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quantidade de lipideos totais tém servido como uma base na qual um grande
namero de modelos técnico-econdmicos para producdo de biocombustiveis de
algas tém sido construidos. Pesquisadores que trabalham com microalgas,
atuais e futuros, precisam consideraras variacdes das quantidades de lipideos
para atender a necessidade de uma metodologia mais robusta e abrangente na

quantificacao de lipideos (Greenwell, H. C. et al, 2011).

E notorio que algumas espécies de microalgas séo ricas em lipideos e
possuem um ciclo de crescimento extremamente rapido, por isso seu potencial
de producédo de biocombustiveis e acidos graxos poli-insaturados sdo muito
estudados. A composicdo de lipideos e seu teor variam de acordo com a
espécie de microalga, as condicbes de cultivo e a constituicdo genética.
(Vijayaraghavan, K. e Hemanathan, K. 2009; Meng, X. et al, 2009).
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Figura 5. Acidos graxos presentes nas microalgas.

Diversos estudos mostram que a biomassa de microalgas é rica em

acidos graxos como o0s acidos linolénico, linoleico, araquidénico,
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eicosapentaenoico e docosaexaenoico, também conhecidos como 6mega 3 e
omega 6 (Figura 5). A maioria das microalgas tem como componente
majoritario de seus Oleos os triglicerideos, superior a 80%, com o perfil de
acido graxo preponderante de cadeias contendo del6 al8atomos de
carbono(Zhukova, N. V. e Aizdaicher, N. A., 1995; Meng, X. et al, 2009;
Cheirsilp, B. et al, 2011; Liu, J. et al, 2011, Couto, R. M., et al, 2010).

3.1.4.4. Biocombustiveis de Microalgas

Microalgas podem fornecer diversos tipos de biocombustiveis
renovaveis, como o biometano, o bioetanol, o biodiesel, o bio-hidrogénio,
utilizando os processos de liquefacdo, pirélise, gaseificacdo, extracdo e
transesterificacdo, fermentacdo e digestdo anaerobica (Demirbas, M. F., 2011;
Moazami, N. et al, 2011).

O bioetanol é obtido de microalgas através da coleta da biomassa do
meio de cultivo aquatico, que apds sua secagem, é hidrolisada, fermentada e
por fim destilada (Demirbas, A. e Demirbas, M. F., 2010). O biodiesel é
produzido pelo processo quimico de transesterificacdo do Oleo extraido da
biomassa de microalgas. Pelo processo de gaseificacdo, que inclui as etapas
de pirdlise ou decomposicdo térmica, oxidacdo, gaseificacdo (reacdes
heterogéneas e homogéneas), craqueamento do alcatrédo e ao final a oxidagéo
parcial dos produtos de pirdlise, os gases combustiveis Hidrogénio (H>),

Dioxido de carbono (CO,), Metano (CH,4) e ambnia (NH3) sédo produzidos.

A biomassa original ou a residual da extracdo do 6leo para producéo de
biodiesel pode também ser submetida a digestdo anaerobica para produzir o
biogas (majoritariamente metano). Ja o biopetroleo € obtido pela liquefacdo da
biomassa de microalgas em solugdo salina por meio de autoclaves com
agitacdo mecanica, e a extracdo é realizada com diclorometano (CH.Cl,).
(Minowa, T. et al., 1995; Chisti, Y., 2006; Demirbas, M.F., 2011).
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3.1.4.5. Espécies Estudadas

As espécies estudadas neste trabalho foram: Desmodesmus sp.,
Dunaliella  salina, Dunaliella  tertiolecta, = Haematococcus pluvialis,
Nannochloropsis sp. Todas estas espécies sdo microalgas verdes, ou seja, do

filo Chlorophyta.

Nesta parte do trabalho, as descricbes de lipideos séo feitas como na
literatura, considerando os teores de lipideos totais expostos por outros
autores. Em seguida sera abordada a determinacao dos lipideos aplicaveis na

producédo de biodiesel (lipideos neutros).

3.1.45.1. Desmodesmus sp.

Microalgas do género Desmodesmus sdo microalgas verdes,
geralmente, colbnias planas retas ou levemente curvadas com grupos de 2, 4
ou 8células unidas lateralmente, as células tém formatos ovais a elipticos, com
extremidades arredondadas e presenca de longos “espinhos”. Séo cultivadas

em meios de agua doce (El Semary, N. A., 2011).

Figura 6. Desmodesmus sp. Fonte: Préprio autor (Microscépio Zeiss modelo AxioStar plus,
lente CP-ACHROMAT 10X, cAmera AxioCam ERc 5s)

O perfil graxo das microalgas do género Desmodesmus foge do padrao
do filo Chlorophyta com uma maior abundancia do acido palmitico (16:0) e a

auséncia do docosaexaenoico (EI Semary, N. A., 2011). Este perfil é favoravel
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a producédo de biodiesel, uma vez que a predominancia de acidos graxos

saturados promove maior estabilidade oxidativa.

3.1.4.5.2. Dunnaliella salina e Dunnaliella tertiolecta

Microalgas do género Dunaliella sdo células individuais com diametro de
6 a 12 um, tém um formato oval ou eliptico, possuem dois flagelos similares no
cume e sao cultivadas em meio salino (Cifuentes, A., Gonzales, M. e Parra, O.,
1995). A Dunaliella salina pode ser cultivada em condicbes de salinidade
extrema, em meios de cultivo com até 10% de concentragdo de sal (Gilmour, D.
J., 1982).

@ @

Figura 7. Dunaliella salina. Fonte: Préprio autor (Microscépio Zeiss modelo AxioStar plus, lente
CP-ACHROMAT 10X, camera AxioCam ERc 5s)

@

Figura 8. Dunaliella tertiolecta. Fonte: Proprio autor (Microscopio Zeiss modelo AxioStar plus,
lente CP-ACHROMAT 10X, camera AxioCam ERc 5s)

Em estudos envolvendo a microalga Dunaliella tertiolecta para producéo
de biopetréleo foi obtido um rendimento de 37% deste biocombustivel (Amim,
S., 2009; Huang, G. et al 2010). Em outros trabalhos o teor de 6leo para

producdo de biodiesel descrito variou entre 15 e 70% dependendo do meio
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utiizado para o cultivo (Chen, C-Y., et al, 2011). Ja a Dunaliella salina
apresenta uma menor quantidade de lipideos que a D. tertiolecta, variando em
uma faixa de 6 a 25% (Amaro, H. M., Guedes, A. C., Malcata, F. X., 2011).
Ambas as espécies apresentam um perfil graxo rico no &cido linolénico
(Zhukova, N. V. e Aizdaicher, N. A. 1995).

3.1.4.5.3. Haematococcus pluvialis

A Haematococcus pluvialis € uma microalga unicelular que possui forma
elipsoidal, esférica ou formato de pera. No inicio do seu ciclo celular possui
flagelos que sao perdidos na fase posterior. A parede celular desta microalga é
mais resistente que a maioria das Chlorophytas (Ghiggi, V., 2007). A H.
pluvialis é cultivada em meios de agua doce, como o préprio nome diz, em

aguas pluviais.

Esta espécie de microalga é mais comumente cultivada para producéo
de astaxantina, mas em certas condicbes a Haematococcus pluvialis possui um
perfil graxo que pode produzir biodiesel de qualidade.Em privag&o de nitrogénio
a H. pluvialis comeca a acumular astaxantina que € acompanhada pelo
acumulo de acidos graxos, principalmente o acido oleico (Razon L.F. e Tan,
R.R., 2011). A concentragdo média de lipideos na Haematococcus pluvialis &

de 25% (Amaro, H.M. et al, 2011).

Figura 9. Haematococcus pluvialis. Fonte: Proprio autor (Microscépio Zeiss modelo AxioStar
plus, lente CP-ACHROMAT 10X, camera AxioCam ERc 5s)
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3.1.4.5.4. Nannochloropsis sp.

Microalgas do género Nannochloropsis sdo cultivadas em meios salinos
e possuem um tamanho relativamente pequeno de 2 a 4 um (Razon, L.F. e
Tan, R.R. 2011), sdo células unitarias de formatos esféricos ou semiesféricos
(Soto, M. N. 2000).

Diversos valores de quantidade de lipideos ja foram encontrados para
microalgas desse género, os teores variam de 12 a 60% (Amaro, H.M. et al,
2011). Cepas deste género possuem um grande potencial para a producéo de
biodiesel a partir de apenas uma espécie, Nannochloropsis sp. apresenta alta
produtividade de biomassa e o perfil de acidos graxos rico em acido linolénico e

outros acidos graxos poli-insaturados (Moazami, N. et al 2011).

Figura 10. Nannochloropsis sp. Fonte: Proprio autor (Microscopio Zeiss modelo AxioStar plus,
lente CP-ACHROMAT 10X, cAmera AxioCam ERc 5s)

3.1.5. Métodos de Analise Espectroquimicos

3.1.5.1. A teoria espectroquimica

Existem diversas técnicas de analise baseadas na radiacao
eletromagnética. Os métodos espectroquimicos sdo amplamente utilizados na
determinacdo de estruturas moleculares e em analises qualitativas e

guantitativas de compostos quimicos organicos e inorganicos.
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Métodos espectroscopicos de analise sdo baseados na medida da
quantidade de radiacdo absorvida ou produzida pelas moléculas ou espécies
atdbmicas de interesse. Os métodos espectroquimicos que utilizam a radiacéo
eletromagnética visivel, ultravioleta e infravermelha sdo chamados de métodos
opticos (Skoog, A. D., et al, 2006, Silverstein, R. M., et al, 1991).

Este tipo de analise é possivel devido as interagdes que existem entre a
luz e a matéria em nivel molecular e atdmico. Apesar de existir varias formas
de interacdo da radiacdo eletromagnética com os compostos, como reflexao,
refracdo, espalhamento elastico, interferéncia e difracéo, os tipos de interacées
mais relevantes para as técnicas espectroscépicas envolvem transicées entre
diferentes niveis energéticos das espécies quimicas (Skoog, A. D., et al, 2006,
Silverstein, R. M., et al, 1991, McMurry, J. 2006).

A amostra € geralmente estimulada aplicando vérias formas de energia
como calor, eletricidade, luz, particulas e reacdes quimicas. Antes de receber o
estimulo, as espécies de interesse estdo, predominantemente, em seu estado
fundamental (estado de menor energia), ao receber o estimulo, essas espécies
recebem a energia que provoca a transicao para o estado excitado (estado de
maior energia). As informagcfes sédo obtidas pela medida da radiacao
eletromagnética emitida pelas espécies quando retornam ao seu estado
normal, ou pela quantificagdo da energia que foi absorvida para promover a
excitacao (Skoog, A. D., et al, 2006, Silverstein, R. M., et al, 1991, McMurry, J.
2006).

Cada espécie molecular ou atbmica absorve em uma frequéncia propria
de radiagdo eletromagnética caracteristica. A energia é transferida para a
espécie quimica e ocorre uma diminuicdo na intensidade da radiacéo
eletromagnética incidente (Skoog, A. D., et al, 2006, Silverstein, R. M., et al,
1991, McMurry, J. 2006).

A lei da absorcao (Lei de Beer) diz que é possivel quantificar espécies
guimicas através da quantidade de energia eletromagnética que é absorvida.
Segundo esta lei, a quantidade de energia que é absorvida é diretamente
proporcional a quantidade de analito presente e ao caminho percorrido pela
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radiacdo, pois existindo uma maior quantidade de moléculas ou espécies
atbmicas de interesse, mais radiacdo sera absorvida e quanto maior for o
percurso, a radiagdo passara por mais espécies absorventes. Desta forma,
acarretando em uma atenuacgéo do sinal de emissao que pode ser mensurado
(Skoog, A. D., et al, 2006).

Os resultados dessas medidas sdo expressos por meio de espectros,
que sdo os gréaficos da radiacdo emitida em funcdo da frequéncia ou do
comprimento de onda. Os tipos de interacOes especificos observados nas
técnicas dpticas dependem fortemente da energia da radiacdo empregada e do

modo de deteccéo.

3.1.5.1.1. Espectroscopia de Fluorescéncia

Na espectroscopia de fotoluminescéncia a emissdo de fétons € medida
apos a absorcao. As formas mais importantes de fotoluminescéncia para os
propésitos analiticos sédo fosforescéncia e fluorescéncia. Estas formas de
espectroscopia sdo resultado da absor¢cdo da radiacdo eletromagnética e da
dissipacéo de energia por emissao de luz. Na fosforescéncia, da mesma forma
que ocorre na fluorescéncia, uma substancia emite radiacdo visivel porque
absorve energia da luz fornecida por determinada fonte. Entretanto, nesse
caso, mesmo depois que o fornecimento de energia parou, a substancia
fosforescente continua por algum tempo emitindo luz visivel. Esse tempo pode

variar desde fracGes de segundos até dias. (Skoog, A. D., et al, 2006).

A medida é realizada aplicando a amostra energia em um determinado
comprimento de onda (comprimento de onda de excitacdo), para que ocorra a
absorcéo, e depois € mensurada a radiacdo emitida em um comprimento de
onda maior (comprimento de onda de fluorescéncia). Na espectroscopia de
fluorescéncia ou espectrofluorescéncia, as moléculas absorvem radiacdo
eletromagnética, e sdo excitadas para niveis energéticos mais elevados, entdo
sofrem o relaxamento liberando a energia na forma de luz (Skoog, A. D., et al,
2006).
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Na Figura 11 o processo de absorcdo de energia e emissdo de
fluorescéncia é demonstrado em forma de diagrama. A molécula que se
encontra no estado fundamental (E;) recebe a radiagao incidente em diferentes
comprimentos de onda (A 1 a A 10) e é promovida aos niveis excitados (E; e
E,), quanto maior a energia absorvida, mais alto € o nivel energético e o nivel
vibracional que a molécula passa a ocupar momentaneamente. Apds a
excitacdo, o excesso de energia €é liberado na forma de emisséo fluorescente
(A) e as moléculas retornam dos estados excitados (Ei) para os diferentes

niveis vibracionais do estado fundamental (Ey).
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Figura 11. Diagrama parcial de niveis de energia para uma molécula hipotética

Para a aplicacao desta técnica é necessario que a molécula de interesse
seja uma espécie absorvente e fluorescente, o que depende da estrutura

guimica dos compostos.

3.1.5.1.1.1. Substancias Absorventes

Moléculas organicas absorvem energia na faixa de 180 a 780 nm (UV-
Visivel), esta energia interage com os elétrons que participam diretamente de

ligagbes quimicas, ou estdo localizados livres em atomos eletronegativos como
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oxigénio, nitrogénio, enxofre e halogénios. O comprimento de onda no qual as
substancias absorvem depende da forca de ligacdo dos elétrons. Ligacdes
mais fortes requerem maiores quantidades de energia (menores comprimentos
de onda) (Skoog, A. D., et al, 2006; McMurry, J. 2006).

Em ligacBes simples, os elétrons estdo fortemente ligados, por isso
requerem maiores energias. J& em ligacdes duplas ou triplas, comprimentos de
onda na faixa do UV-Visivel sédo suficientes para promover a excitacdo pois a
ligacdo eletrbnica é mais fraca. Os grupos organicos que absorvem nas regifes
do UV-Visivel sdo chamados de croméforos. Entdo compostos insaturados, ou
poli-insaturados absorvem a radiacao eletromagnética, logo sdo substancias
absorventes (Skoog, A. D., et al, 2006; McMurry, J. 2006).

3.1.5.1.1.2. Substancias Fluorescentes

Para uma substancia ser fluorescente, € necessario que primeiro ela
seja capaz de absorver a radiacdo eletromagnética. Todas as moléculas
absorventes tém potencial para ser fluorescente, mas devido a suas
conformacdes estruturais, nem toda substancia absorvente também é
fluorescente (Skoog, A. D., et al, 2006).

Diversos fatores influenciam na fluorescéncia das moléculas como a
estrutura molecular, a rigidez estrutural, o solvente e a temperatura. Compostos
aliciclicos e alifaticos com estrutura de ligacdes duplas conjugadas fluorescem
e compostos que contém anéis aromaticos apresentam emissdo de
fluorescéncia maior. A fluorescéncia é particularmente favorecida pela rigidez
molecular, neste tipo de estrutura a velocidade de relaxagdo é diminuida,

colaborando assim com a emisséo da fluorescéncia (Skoog, A. D., et al, 2006).

3.1.5.1.1.3. Vermelho do Nilo (Nile Red)

O Vermelho do Nilo, 9-dietilamino-5H-benzo(a)fenoxazina-5-ona, € um
corante liposeletivo, isto €, ele se associa as moléculas lipidicas neutras. O

vermelho do Nilo € muito utilizado em analises para determinacdo qualitativa e
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quantitativa de lipideos intracelulares em diferentes tipos de células (Liu, Z-Y.,
Wang, G-C., Zhou, B-C., 2008).

Este corante € aplicado principalmente nas técnicas de microscopia de
fluorescéncia e citometria em fluxo. O Vermelho do Nilo pode ser excitado na
faixa de comprimento de onda A = 450 a 560 nm e sua radiacdo de

fluorescéncia é medida na faixa de comprimento de onda A= 500 a 750 nm.

A estrutura molecular do vermelho do Nilo (Figura 12) explica a sua
utilizacdo em técnicas de analise fluorimétrica. A abundancia de insaturagfes

conjugadas e anéis aromaticos favorecem a fluorescéncia da molécula.

Weoes
P

Figura 12. Estrutura molecular do corante Vermelho do Nilo. Fonte: Proprio autor

3.1.5.1.2. Espectroscopia de Infravermelho distante

A Espectrofotometria de Absor¢do no Infravermelho é uma técnica
amplamente utilizada na determinagdo de estruturas moleculares e
identificacdo de substancias puras. Todas as substancias absorvem a radiacao
infravermelha e por isso ela poderia ser amplamente utilizada, mas devido a
menor sensibilidade e desvios frequentes da lei de Beer, ela é pouco utilizada
em analises quantitativas (Skoog, A. D., et al, 2006, Silverstein, R. M., et al,
1991, McMurry, J. 2006).

A radiacado infravermelha geralmente n&o possui energia suficiente para
promover transicdes eletrbnicas como as radiacdes ultravioleta e visivel, porém
pode provocar transicbes nos estados vibracionais e rotacionais no estado

eletrbnico fundamental da molécula. Moléculas simples podem ter diversos
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modos de vibracdo, e depende do numero de ligagcdes que existem nelas
(Lopes, W. A. e Fascio, M., 2004; Skoog, A. D., et al, 2006, Silverstein, R. M.,
et al, 1991, McMurry, J. 2006).

Os tipos de vibracbes moleculares mais comuns sdo as vibracfes de
estiramento, que podem ser simétricas ou assimétricas, e de deformacao
angular, que podem ser balanco no plano (rocking), tesoura no plano
(scissoring), oscilagcéo fora do plano (wagging) e tor¢céo fora do plano (twisting)
(Skoog, A. D., et al, 2006).Determinados grupos moleculares podem ser
identificados por suas bandas de absorcdo, permitindo que macromoléculas
(incluindo proteinas, lipideos, hidratos de carbono e acidos nucleicos),sejam
quantificadas (Dean, A. P. et al 2010).

3.1.6. Métodos de Analise Cromatograficos

Técnicas cromatograficas sdo amplamente utilizadas na quimica e
bioquimica, na area de pesquisa e industria, para separar, identificar e
determinar componentes em misturas. Existem varias técnicas cromatograficas
gue variam de complexidade, de tdo simples que qualquer leigo pode usufruir a

tdo complexas que apenas especialistas podem manipular.

3.1.6.1. Principios Basicos de Cromatografia

Cromatografia € um método fisico-quimico de separacédo de substancias
em misturas, no qual os componentes da mistura sao distribuidos entre duas
fases, uma estacionaria e outra movel. As duas fases tém contato direto e,
enquanto a fase movel desloca-se pela fase estacionaria as substancias de
interesse sao distribuidas entre elas. Os compostos séo retidos pela fase
estacionaria seletivamente, deste modo realizando a separacdo com base nas
diferentes velocidades de deslocamento das substancias (Collins, C., et al,
2006).

A separacdo por cromatografia é feita por diferentes formas de interacéo
das substancias com as fases estacionaria e movel. O composto que possuir

maior afinidade com a fase moével terd& menos contato com a estacionaria,
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sendo liberado mais rapido. Contudo se a substancia possuir maior afinidade
com a fase estacionaria, ela ficara retida e demorando mais tempo no sistema
(Collins, C., et al, 2006).

O resultado das anélises cromatograficas € dado em cromatogramas
que podem ser graficos formados pelos sinais dos detectores, ou a propria
superficie planar. Cada tipo de cromatografia possui méetodos especificos para

obter informacgdes quantitativas.

3.1.6.2. Cromatografia em Camada Delgada

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma técnica
cromatografica de facil compreensdo e execucao, rapida, versatil e de baixo
custo. Este método € classificado como cromatografia planar, pois a fase
estacionaria (adsorvente) é uma camada fina suportada em uma superficie
plana de vidro, plastico ou metal. A fase movel locomove-se sobre a fase
estacionaria por acao da capilaridade, em cubas de vidro saturadas com ajuda

de papel de filtro (Collins, C., et al, 2006).

7

Na cromatografia em camada delgada a fase estacionaria € uma
camada fina e plana de particulas finamente divididas. O mecanismo de
separacdo € a adsor¢cdo da amostra na interface da fase estacionaria e da
moével. Existe uma grande variedade de adsorventes que sédo aplicados em
CCD, os mais comuns séo a silica (SiOy), a alumina (Al,O3), a celulose e
poliamida (Collins, C., et al, 2006).

A silica é utilizada na separacdo de compostos lipofilicos (aldeidos,
cetonas, fendis, acidos graxos, ésteres, aminoacidos, alcaloides, terpendides e
esteroides) (Collins, C., et al, 2006). As placas de CCD podem ser preparadas
por espalhamento para o uso em andlise, ou pré-fabricadas. O procedimento

de preparo das placas sera descrito no capitulo 4 (Metodologia).

As fases moveis mais comuns em cromatografia em camada delgada
sdo a mistura de solventes organicos, se fase estacionaria for polar a fase

moével serd mais apolar. A selecdo da fase moével é muito importante para
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melhor separacdo dos componentes da mistura, as interacbes entre as
substancias de interesse, a fase moével e a fase estacionaria devem ser

consideradas na escolha da fase mével (Collins, C., et al, 2006).

As cromatoplacas sdo desenvolvidas pela imersédo parcial da placa no
sistema eluente (fase movel) que passa e arrasta os componentes da amostra.
A distancia percorrida pelas substancias (d;) e a distancia do inicio ao final da
eluicdo percorrida pela fase movel (dm) séo utilizadas para calcular o fator de
retencdo (Ry). O fator de retencdo € utilizado para andlises qualitativas, para
identificacdo de uma substancia quando comparada com o R; de um padrdo

eluido nas mesmas condi¢des (Collins, C., et al, 2006).

A Ultima etapa da analise em CCD é a revelacdo, apds o
desenvolvimento da placa, ela é seca e revelada. Existem diversas opcoes de
reveladores que devem ser escolhidos de acordo com a natureza da amostra.
Os reveladores devem se aplicados de forma uniforme, alguns dos mais
comuns sao a radiacao ultravioleta, e reveladores que tingem as substancias
(Collins, C., et al, 2006).

Existem reveladores especificos para classes de compostos como o iodo
que € um revelador amplamente utilizado em amostras organicas com
insaturacdes. Geralmente iodo sélido € sublimado em uma cuba de vidro e as
substancias tém suas ligacdes insaturadas substituidas por atomos de iodo,
revelando os componentes com uma cor castanha. Outro revelador indicado
para compostos insaturados e alcodis € a solucao de permanganato, que forma
manchas amareladas. Também se encontra reveladores que podem ser
utilizados em diversos tipos de compostos como o acido fosfomolibdico (PMA)
que reage formando manchas verde-azuladas ou a vanilina sulfdrica que a

coloracao formada varia de acordo com a amostra.

A andlise quantitativa da CCD pode ser realizada por densitometria, na
qual a area e intensidade da mancha sao determinadas. Mas outros métodos
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podem ser utilizados como a fluorescéncia e a radioatividade, contudo

equipamentos especificos sdo necessarios (Collins, C., et al, 2006).

3.1.6.3. Cromatografia Gasosa

A Cromatografia Gasosa (CG) é uma técnica complexa, com elevado
custo de instalacdo e manutencédo, apresenta alta sensibilidade e excelente
poder de resolucdo. A fase estacionaria encontra-se dentro de um tubo
bastante fino, com espessuras que variam de 0,1 milimetros a 4 milimetros, e
podem medir de 2 metros a 50 metros ou mais de comprimento, este tubo é
denominado coluna cromatografica. As amostras devem ser volateis e estaveis
termicamente, caso contrario estas precisam ser derivatizadas, contudo a
quantidade de amostra necesséria € muito pouca, uma das vantagens da CG.
Neste método a amostra € vaporizada, injetada na entrada da coluna
cromatografica e a fase mével, que é um gas inerte, realiza a separacao e no
final tem-se o sistema de deteccao (Collins, C., et al, 2006, Ciola, R., 1985,
Skoog, A. D., et al, 2006).

Existem dois tipos de cromatografia gasosa, a cromatografia gas-liquido
(CGL) na qual a fase estacionaria € um liquido, e a cromatografia gas-solido
(CGS) na qual a fase estacionaria € um sélido. Na CGS o mecanismo de
separacao € igual a CCD, por adsorcdo. Enquanto na CGL o processo €
intrafacial, ou seja, ocorre absorcdo, ou particdo, da amostra, procedimento
baseado nas diferentes solubilidades dos componentes da amostra na fase
estacionaria. (Collins, C., et al, 2006, Ciola, R., 1985, Skoog, A. D., et al, 2006).

Durante a analise a temperatura da coluna pode ser constante
(cromatografia gasosa isotérmica) ou pode variar com o tempo (cromatografia
gasosa com temperatura programada). E muito comum utlizar em CG
gradientes de temperatura, desta forma os componentes mais volateis saem da
coluna primeiro e as substancias que apresentam maiores pontos de ebulicdo
vao saindo com o aumento da temperatura (Collins, C., et al, 2006, Ciola, R.,
1985, Skoog, A. D., et al, 2006).
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Os detectores sdo muito importantes na cromatografia a gas, a selecao
deve considerar os critérios de seletividade e sensibilidade, estabilidade e
reprodutibilidade, resisténcia as condi¢cdes de trabalho (vazdo e temperatura),
ruido e linearidade da resposta. Muitos tipos de detectores estéo disponiveis no
mercado, 0s mais utilizados s&o detectores por ionizagdo em chama
geralmente aplicaveis a hidrocarbonetos, detectores por condutividade térmica
que € um detector universal, detectores de captura de elétrons utilizados em
compostos halogenados, detectores com espectrometro de massas ajustavel a
qualquer espécie de amostra, detectores termiénicos indicados a compostos de
nitrogénio e fésforo, detectores de condutividade eletrolitica (Hall) adequados
para substancias contendo halogénios, enxofre ou nitrogénio, detectores de
fotoionizacdo apropriado as amostras ionizaveis por irradiacdo ultravioleta e
detectores com infravermelho com transformada de Fourier cabivel a
compostos organicos (Collins, C., et al, 2006, Ciola, R., 1985, Skoog, A. D., et
al, 2006).

O resultado da analise é exibido em um cromatograma, no qual os
componentes da amostra analisada sao representados por picos (sinais) que
devem ser separados e simétricos, sem ombros ou caudas. A quantificacédo é
realizada apos a obtencdo dos cromatogramas, 0s sinais sao integrados e
comparados com a quantidade das amostras, considerando a area ou a altura
dos picos. Dois métodos sdo utilizados nas comparacdes, métodos com padréo
externo e métodos com padréo interno (Collins, C., et al, 2006, Ciola, R., 1985,
Skoog, A. D., et al, 2006).

No método com padrédo externo, solu¢des de substancias, semelhantes
ou iguais a amostra de interesse, com concentracdes conhecidas sao
analisadas previamente, e comparadas aos resultados obtidos, por um grafico
qgue relaciona a area do pico com a concentracdo. No método com padrao
interno uma quantidade de padrdo conhecido é adicionado a amostra, entao
razdo da area do pico do padrdo interno e da area do pico do analito &
convertido em um parametro analitico na quantificacdo (Collins, C., et al, 20086,

Ciola, R., 1985, Skoog, A. D., et al, 2006).
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3.1.7. Analise Multivariada

A busca de melhores condi¢cdes experimentais € feita por métodos de
planejamento estatistico como o planejamento de experimentos, ou
planejamento fatorial, que permite avaliar quais os fatores relevantes e em que
grandeza eles influenciam o processo. Outro exemplo é a matriz de Doehlert,
proposta em 1970 (Doehlert, D. H., 1970 apud Ferreira, S. L. C. 2004), que
resulta numa superficie de resposta onde € possivel identificar as melhores
condi¢cdes dos parametros e 0s pontos criticos. A analise multivariada é mais
vantajosa que a univariada, pois requer uma quantidade de experimentos
menor que a alternativa de variar um fator a cada experimento e ndo avalia o
impacto das correlacdes entre os fatores (Ferreira, S. L. C., 2004; Pacheco, W.
F., 2008).

3.1.7.1. Planejamento de Experimentos

O planejamento de experimentos fatorial envolve a busca de melhores
condicbes na respostae 0 menor custo na pratica experimental com alta
confiabilidade nos resultados e menor tempo de analises (Escaleira, L. A.,
2005; Tedfilo, R. F. E., 2006). Antes de iniciar a andlise é necessario definir
guem sao as respostas e os fatores. Os fatores sdo as variaveis independentes
do processo que podem ser quantitativas ou qualitativas e que séo

controlaveis. E a resposta é a variavel dependente que se deseja aperfeicoar.

No planejamento fatorial determinam-se os niveis de cada fator, ou seja,
a intensidade em que cada fator é estudado, e assim é composto o dominio
experimental. Cada valor de nivel pode ser identificado com valores simbdlicos

a depender da ferramenta estatistica utilizada, os mais comuns sao “+” e “-“ ou

“0”, “1” e “2” para representar os diferentes niveis dos fatores.

A guantidade de experimentos realizada é definida de acordo com o
nimero de fatores e niveis segundo a equacéo n=k', onde n é a quantidade de
experimentos a serem realizados, f € o numero de fatores estudados e k é o
namero de niveis. Os experimentos sao organizados de modo que sempre

ocorram diferentes combinac¢des entre os niveis e os fatores, como pode ser
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visto na Tabela 1, e sdo executados em ordem aleatoria para diminuir 0 risco

de erros sistematicos de analise e tendenciamento das respostas

Tabela 1. Combinacéo do planejamento de experimentos para dois fatores com dois niveis.

Experimento Fator A FatorB AB  Resposta

1 - + - yl
2 - - + y2
3 + + + y3
4 + - - y4

O efeito de cada fator e sua influéncia combinada pode ser calculado
pela equacdo: Efeito =(> Resposta positiva — > Resposta negativa)/2, no
exemplo da Tabela 1 acima: Efeito do fator B = ((y1+y3) — (y2+y4))/2. Com a
analise dos valores obtidos e dos graficos gerados pelas ferramentas
estatisticas é feita a determinacdo de quais fatores influenciam no processo e

qual a intensidade desta influéncia.

Contudo o planejamento de experimentos fatorial resulta em um modelo
multivariado linear, o que, em algumas situacdes ndo se adéqua ao processo

real.

3.1.7.2. Matriz de Doehlert

A Matriz de Doehlert traz uma importante contribuicdo ao planejamento
de experimentos quando, uma vez identificado o efeito das variaveis, da um
destaque aos fatores de maior impacto e sugere um modelo quadratico
(Santos,W. N. L., 2006; Dias, F. S., 2007).

Em um planejamento de Doehlert com 2 fatores, o fator de maior efeito é
estudado em cinco niveis, enquanto o fator de menor efeito é estudado em trés
niveis. Os valores simbolicos utilizados para identificar os diferentes niveis sdo
calculados para que a combinacao final dos fatores e niveis resulte em um
hexagono equiladtero, como pode ser visto na Figura 13, com um dos
experimentos sendo o0 ponto central representado simbolicamente por 0 nas

duas variaveis(Ferreira, S. L. C., 2004).
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{.5; 035 0,5 0,866

Figura 13. Representacéo do planejamento da matriz de Doehlert. Fonte: Préprio autor
baseado em Ferreira, S. L. C., 2004

Portanto a quantidade de experimentos a ser realizada em um
planejamento de Doehlert com dois fatores é apenas sete, para uma
guantidade de fatores maior a quantidade de experimentos também aumenta.
A Tabela 2 mostra como o planejamento da matriz de Dohler € efeito. E assim
como o planejamento experimental, os experimentos sao realizados em ordem
aleatéria(Ferreira, S. L. C., 2004; Pacheco, W. F., 2008).

Tabela 2. Combinac&o da Matriz de Doehlert para dois fatores.

Experimento Fator A Fator B
1 0 0
2 +1 0
3 +0,5 +0,866
4 -1 0
5 -0,5 -0,866
6 +0,5 -0,866
7 -0,5 +0,866

As ferramentas estatisticas geram a superficie de resposta que fornece
0S pontos criticos, e as melhores condi¢cdes para a resposta. Pode indicar
também a tendéncia do processo e a significancia da influéncia dos fatores.
Gerando por fim um modelo quadratico préximo a situacao real(Ferreira, S. L.
C., 2004; Pacheco, W. F., 2008).
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3.2. Estado da Arte sobre determinacao de lipideos em microalgas

Diversas técnicas analiticas sao utilizadas para quantificacdo e
identificacdo de lipideos. O que determina a técnica a ser utilizada é a matriz
que se deseja analisar, a disponibilidade de equipamentos e recursos

financeiros, e o tempo que pode ser dispensado até obter o resultado.

Godoy et al (1986) utilizaram ressonancia magnética nuclear para
determinar a concentracdo de 6leo em sementes de amendoim, contudo a
técnica de RMN, apesar de ser uma técnica bastante eficiente, ndo é disponivel
para os possiveis produtores de biodiesel, por ser um aparelho muito caro que
necessita de treinamento adequado para a utilizacdo e anos de estudo para

analise dos resultados.

Os objetivos do estudo realizado por Yang et al. (2005) foram:usar
espectroscopia de infravermelho préximo e distante com transformada de
Fourier e espectroscopia Raman para discriminar 10 diferentes oOleos e
gorduras comestiveis, e comparar o desempenho destes métodos
espectroscopicos. As caracteristicas espectrais dos 6leos comestiveis e as
gorduras foram estudados, e as vibracdes caracteristicas das dupla ligacdes
C=C foram identificadas e utilizadas para analise discriminante (DA). Os
resultados obtidos por eles ndo atingiram o objetivo de quantificar os lipideos,
devido as limitagbes das técnicas as analises apenas tiveram carater

qualitativo.

Morais, M. G. e Costa, J. A. V. (2008) verificaram o contetdo lipidico e o
perfil dos &cidos graxos das microalgas Scenedesmus obliquus, Chlorella
vulgaris, Chlorella kessleri e Spirulina sp., cultivadas em diferentes
concentracfes de dioxido de carbono e bicarbonato de sédio.Os lipidios foram
extraidos de acordo com o método de Folch & Lees (1957) e a determinagéo
gravimétrica dos lipidios foi feita. A esterificacdo dos lipidios, para obtencdo
dos metil-ésteres dos acidos graxos, foi conduzida de acordo com a
metodologia proposta por Metcalfe & Schimitz (1966) e a determinacdo de
acidos graxos foi realizada em cromatografo a gas. Neste trabalho a

quantificacdo foi realizada por gravimetria de maneira imprecisa, isto porque
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nao é possivel garantir que todos os compostos extraidos sdo de fato lipideos
(podem haver proteinas, pigmentos e outras substancias presentes nas
microalgas) causando um erro na avaliacdo do verdadeiro teor de lipideos nas
microalgas. E a andlise realizada por CG foi apenas qualitativa para identificar

o perfil dos acidos graxos existentes nas microalgas.

Liu, Z-Y., Wang, G-C. e Zhou, B-C. (2008) investigaram o efeito do uso
de ions de Ferro como suplemento no meio de cultivo de microalgas da
espécie Chlorella vulgaris para producdo de lipideos. A quantificacdo de
lipideos neutros foi realizada por espectrofluorimetria utilizando como corante o
vermelho do Nilo. Nesse trabalho foi utilizado um espectrofotdmetro
fluorescente e os valores de fluorescéncia obtidos foram correlacionado com os
valores gravimétricos dos lipideos totais extraidos das células microalgais pelo
método de Bligh & Dyer (1959). Trabalho semelhante ao descrito nesta
dissertacdo com algumas diferencas essenciais correlatas a definicdo de
lipideos, Liu e colaboradores consideram lipideos neutros como todo o material
obtido pela extracdo descrita por Bligh & Dyer (1959), e no trabalho atual, é
atribuida outra definicdo mais restrita.

Radmann, E. M. e Costa, J.A. V. (2008) realizaram uma pesquisa para
verificar o conteddo lipidico e composi¢cdo de acidos graxos das microalgas
Spirulina sp., Scenedesmus obliquo, Synechococcus nidulans e Chlorella
vulgaris cultivadas em meio contendo CO,, SO, e NO. A quantificacdo dos
lipideos totais foi feita pelo método de Folch e Less (1957) e a identificacdo dos
acidos graxos por cromatografia gasosa. Este trabalho € semelhante ao
realizado por Morais, M. G. e Costa, J. A. V. (2008), apresentando os mesmos

problemas.

Damiani, M. C. et al (2010), utilizou o corante vermelho do Nilo apenas
para detectar a presenca de lipideos em células da microalga Haematococcus
pluvialis em um microscopio de fluorescéncia. A quantificacdo e identificacédo
dos lipideos presentes nas microalgas foram realizadas por métodos
cromatograficos: apos a extracdo dos lipideos totais das células liofilizadas, a
mistura obtida foi purificada por cromatografia em coluna, confirmada por

cromatografia em camada delgada, transformada em ésteres graxos e por fim
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analisada por cromatografia a gas. Os autores deste trabalho utilizaram o
corante vermelho do Nilo apenas como um identificador qualitativo, ignorando
totalmente a capacidade de quantificacdo deste corante quando associado aos

lipideos neutros presentes nas microalgas.

No estudo com microespectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier elaborado por Dean, A. P. et al (2010) essa técnica foi usada para
determinar teor de lipideos e carboidrato ao longo do tempo nas microalgas
Chlamydomonas reinhardtii e Scenedesmus subspicatus cultivadas em meios
de agua doce em lotes com concentracdes limitadas de nitrogénio (N). A
metodologia com FTIR foi comparada a metodologia que usa o corante
Vermelho do Nilo com espectrofluorimetria em um microscopio de epi-
fluorescéncia. Nove bandas de absorcdo de FTIR foram selecionadas para a
analise na microalga C. reinhardtii. O teor de lipideos relativo foi determinado
pelo calculo da razdo da banda de lipideo (numero de onda 1740 cm™) com a
banda de amida. Neste trabalho os resultados ndo foram conclusivos, de
acordo ao que foi buscado nesta dissertacdo, por terem sido apenas

comparados relativamente e nao obtendo valores absolutos.

Buscando resolver uma desvantagem das metodologias de analise que
utilizam o corante Vermelho do Nilo que € a dificuldade de penetracdo desta
substancia nas paredes celulares de algumas microalgas, Chen, W.;
Sommerfeld, M. e Hu, Q. (2011), desenvolveram um método de quantificacdo
de lipideos em microalgas com tingimento das células pelo corante Vermelho
do Nilo assistido com micro-ondas. Nesse trabalho foi comparado o tingimento
tradicional e o assistido por micro-ondas. A fluorescéncia da suspensao das
células algais foi medida em um espectrofluorimetro. A quantificacdo
gravimétrica foi realizada pela purificagcdo cromatografica dos lipideos totais
extraidos pelo método de Bligh e Dyer (1959) e os valores obtidos foram

correlacionados com a fluorescéncia das células tingidas.

A finalidade do estudo de Pan, Y-Y. et al (2011) foi avaliar a taxa de
crescimento e teor de lipideos de quatro espécies de microalgas termo-
resistentes do género Desmodesmus. Os lipideos totais foram extraidos com

uma mistura de solventes (cloroférmio e metanol) em um mini moinho de bolas
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com esferas de vidro e posteriormente purificados por cromatografia em
camada delgada, os triglicerideos foram entdo transesterificados e analisados
em um cromatografo a gas.A quantificacéo foi calculada usando o método de
padronizacao interna. Volumes de 6leos em células vivas foram marcados com
o corante Vermelho do Nilo e a fluorescéncia fotografada usando um
microscopio de fluorescéncia. Este trabalho foi bastante completo, os autores
avaliaram as maiores fraquezas presentes na literatura, confirmando as ideias
principais do trabalho realizado por analises de espectrofluorimetria aqui

descrito.

Balabin, R. M. e Safieva, R. Z. (2011) analisam diferentes 6leos vegetais
por espectroscopia de infravermelho préximo para mapear e criar um banco de
dados para identificacdo da matéria-prima do biodiesel. A utilizacdo do NIR é
justificada pela velocidade de resposta, preparacdo da amostra e custo da
andlise, vantagens sobre as técnicas mais usuais como espectroscopia de

RAMAN e RMN. Um estudo qualitativo e ndo quantitativo.

Em 2012, Istelen-Hosoglu, M.; Gultepe, I. e Elibol, M. publicaram um
artigo sobre a producdo de lipideos e biomassa da espécie de microalga
Chlorella saccharophila em condi¢cdes heterotroficas. A quantificacdo dos
lipideos foi realizada pela fluorescéncia do corante vermelho do Nilo. A anélise
foi realizada em duas etapas: na primeira, os lipideos totais foram obtidos de
células liofilizadas pelo método de extracdo de Bligh e Dyer(1959) modificado
(cloroférmio, metanol, acido nonadecanoico e butilato de hidroxitolueno — BHT).
Na segunda etapa, amostras de lipideos neutros foram padronizadas com
padrdo de trioleina, entdo as células liofilizadas foram tingidas com o vermelho
do Nilo diluido em isopropanol, em uma solugcédo tampao de fosfato 0,1 M. Os
valores de lipideos obtidos por gravimetria foram correlacionados com os da
intensidade de fluorescéncia. No trabalho aqui descrito ocorre novamente o
problema dos autores considerarem como lipideos neutros todo o material que

€ extraido da biomassa das microalgas com qualquer mistura de solventes.

O objetivo do estudo realizado por Adams, C. et al. (2013) foi investigar
as relagbes das interagfes do crescimento e do conteudo de lipideos, o curso
do tempo da acumulacéo de lipideos e a magnitude da deficiéncia de nitrogénio
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necessario para estimular a formacéo de lipideos em seis espécies de algas
verdes oleaginosas, comparando os altos e baixos niveis de deficiéncia de
Nitrogénio, procurando identificar caracteristicas fisiologicas entre as algas que
conduzem a mais alta produtividade de conteudo lipidico e biomassa. Foi feita
uma conversao simultdnea de extracdo de lipideos de microalgas e
transformacao para ésteres metilicos de acidos graxos, pelo método de Wahlen
et al. (2011). Este método converteu efetivamente em ésteres os acidos graxos
na forma de fosfolipidios de e glicolipideos contidos na membrana, bem como
os acidos graxos livres e lipidios triglicérides de armazenamento. O teor de
lipideos de 100 mg de amostras liofilizadas de algas foi determinada com um
cromatografo de fase gasosa. Neste trabalho a extracdo e a transesterificacao
foram condensadas em uma Unica etapa, o que favorece a analise por
cromatografia a gas e como apés a reacao é feita uma purificacdo, os valores

obtidos da massa de lipideos € mais coerente.

Na literatura, existem muitos trabalhos sobre andlises de lipideos,
contudo algumas dessas técnicas ndo sao acessiveis ou possuem alto custo
de instalacdo e analise. Muitos dos trabalhos descritos utilizam uma definicdo
equivocada de lipideos, principalmente o0s que utilizam técnicas
espectrométricas associadas a gravimetria. A cromatografia € amplamente
utiizada na maior parte das vezes como uma técnica qualitativa e nao
quantitativa, usada para identificacdo dos componentes graxos das fragoes
extraidas das cepas das microalgas. Contudo, alguns trabalhos mais recentes,
condizem com 0 que é proposto no presente estudo, utilizando uma definicdo
mais restrita e adequada de lipideos e explorando melhor algumas técnicas de

analise.
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4. Materiais e Métodos

A partir desta etapa do trabalho sera definido como lipideos as
substancias organicas com baixa polaridade e que podem ser convertidas de
alguma forma em biodiesel (triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos,
acidos graxos livres) e as fracdes resultantes das extracbes serdo chamadas
de extratos. Deste modo o conceito de “lipideos” sera restrito e os valores
encontrados serdo adequados para estudos de viabilidade técnica-econdmica

visando a producédo de biocombustiveis.

4.1. Cultivo de Microalgas

A cepa de microalga Haematococcus pluvialis foi cedida pelo Laboratério
do Professor Sérgio Lourenco no Rio de Janeiro e mantida no banco de algas
do Laboratério de Bioenergia e Catalise (LABEC), localizado na Escola
Politécnica da Universidade Federal da Bahia. O meio de cultivo utilizado para
0 crescimento desta espécie foi o Rudic (Rudic V. e Dudnicenco T., 2000;
Imamoglu, E.; Sukan, F. V.; Dalay, M. C., 2007) que consiste nos seguintes
nutrientes (g.L™"): NaNOs, 0,3; K,HPO,4, 0,08; KH,PO,4 0,02; MgSO,, 0,01;
CaCl,, 0,0585; EDTA, 0,0075; NaCl 0,02; 1 mL.L"* de solucdo de metais
(H:BOs, 0,3 gL MnSO,H,O, 15 glL?* 2ZnS047H,0, 0,1g.L™;
(NH,)6M070,4.4H,0, 0,3g.L™"; CuS04.5H,0, 0,06g.L™; Co(NO3),.6H,0, 0,25g.L"
- CoCl,.6H,0, 0,2126 g.L™*; FeCl3.5H,0, 17g.L"). O meio de cultivo com os

nutrientes foi preparado utilizando agua deionizada.

A espécie de microalga Desmodesmus sp. foi isolada a partir de uma
amostra da agua do Dique do Toror6é em 2012, e foi mantida no banco de algas
do Laboratério de Bioenergia e Catalise (LABEC). O meio de cultivo utilizado
para o crescimento dessas espécies foi o Basal de Bold (BBM) (Dong, Q.,
Zhao, X. M., 2004), modificado do original, que consiste nos seguintes
nutrientes (g.L™"): KH.PO,, 0,175; CaCl,.2H,0, 0,025; MgS0,4.7H,0, 0,0075;
NaNOs, 0,25; K;HPO4, 0,075; NaCl, 0,025; H3BOs, 0,00805; EDTA, 0,01; KOH,
0,0062; FeS0,.7H,0O, 0,00498; 1 mL.L" de H,SO, e 1mL.L" de solugéo de
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metais traco (HsBOs, 2,86g.L™; MnCl,.4H,0, 1,81g.L™"; ZnS0,4.7H,0, 0,222g.L"
1 NaM00,.5H,0, 0,390g.L™"; CuS0,.5H,0, 0,079g.L"; Co(NOs),.6H,0,
0,0494g.L™). O meio BBM foi preparado utilizando agua destilada e o pH

corrigido para 6,8 antes de ser autoclavado.

A cepa de Dunaliella salina foi fornecida pelo Laboratério do Prof. Sergio
Lourengo, e foi mantida no banco de algas do Laboratério de Bioenergia e
Catalise (LABEC). O meio de cultivo utilizado para o crescimento foi o Conwy
(Walne, 1966) que consiste nos seguintes nutrientes (mg.L™): Na,EDTA, 45;
NaNOs, 100; H3BO3, 33.6; Na,HPO,, 20; MnCl,.4H,0, 0.36; FeCl3;.6H,0, 1.3,
1mL L™ de solucdo de metais traco (ZnCl,, 2,1 g.L™; CoCl,.6H,0, 2 g.L™;
(NH,)sM07024.4H,0, 0,9 g.L™": CuS04.5H,0, 2 g.L™") e solugdo de vitamina
imL.L™? (Tiamina, 100mg.L™; Cianocobalamina, 2mg.L™*; Biotina, 1mg.L™?). O
meio de cultivo com os nutrientes de Conwy foi preparado utilizando agua

marinha.

As cepas das espécies Dunaliella tertiolecta e Nannochloropsis sp.
foram cedidas pela Empresa Bahia Pesca em Sao Francisco do Conde em
dezembro de 2010e ambas sdo mantidas no banco de algas do Laboratorio de
Bioenergia e Catalise (LABEC).O meio de cultivo utilizado para o crescimento
foi o Conwy modificado (Walne, 1979) que consiste nos seguintes nutrientes
(mg.L™"): NazEDTA, 45; NaNOs, 100; H3BOs, 33.6; Na;HPO,, 20; MnCl,.4H,0,
0.36; FeCl3.6H,0, 1.3, 1mL L™ de solugdo de metais traco (ZnCly, 2,1 g.L';
CoCl».6H,0, 2 g.L'™: (NH4)sM07024.4H,0, 0,9 g.L™; CuS04.5H,0, 2 g.L?) e
solugdo de vitamina 1mL.L™ (Tiamina, 100mg.L™; Cianocobalamina, 2mg.L™;
Biotina, 1 mg.L™). O meio de cultivo com os nutrientes de Conwy foi preparado

utilizando agua marinha diluida (80% agua marinha, 20% agua destilada).

4.2. Analise por Espectroscopia de Infravermelho distante com

Transformada de Fourier— FTIR

Para a andlise por espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) foram preparadas sete solu¢cdes padronizadas com diferentes
concentracdes de 0Oleo de canola (Liza) diluido em heptano (Vetec). O 6leo foi
pesado em baldes volumétricos de vidro de capacidade 10 mL em uma balanca
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analitica eletronica digital (Quimis — Q500L210C) e avolumado com o solvente.
Os valores de concentracdo utilizados foram: 0,5 mg.mL™*; 1,0mg.mL™;
2,5mg.mL™?; 5,0mg.mL™; 7,5mg.mL?; 10,0mg.mL™?; e 15,0mg.mL™.

Trés extratos de microalgas foram obtidos a partir de 230 mL de
suspensdo microalgal de Nannochloropsis sp.e H. pluvialis que foram
centrifugados por 10 minutos a 4000 rotagdes por minuto (RPM), o liquido
sobrenadante foi descartado. A biomassa Umida foi autoclavada, para
rompimento da parede celular, por 30 minutos a 120 °C e 1 atm. Em seguida foi
seca na estufa com temperatura programada de 105 °C por 24 h. Os extratos
foram obtidos utilizando 50 mg de biomassa seca pelo método de Bligh & Dyer
(1959) modificado. A biomassa seca foi adicionado 250 pL de cloroférmio, 250
uL de metanol e 250 uL de solugdo 5% de NaCl, a mistura foi agitada
vigorosamente por seis minutos, em seguida centrifugada por 10 minutos a
4000 RPM, ocorrendo a separacéo de trés fases, uma fase superior diluida em
metanol e agua, uma fase intermediaria com a biomassa e uma fase inferior
diluida em cloroférmio. A fase em cloroférmio foi considerada lipidica. Cada
amostra de biomassa foi extraida trés vezes. Um extrato de H. pluvialis e um

da Nannochloropsis sp.foram analisados por espectroscopia de FTIR.

As solucdes padronizadas e os extratos diluidos em heptano (Vetec),
processo descrito no Anexo | desta dissertacdo, foram, um a um, depositados
no suporte para infravermelho da célula de CaF,.O suporte foi acoplado no
espectrometro de infravermelho modelo MB Series (104) da ABB Bomen com
resolucdo de 4 cm™os espectros de FTIR coletados na faixa de nimero de
onda de 4000 cm™ a 800 cm™. Cada solucdo de concentracdo foi analisada em
duplicata. Os espectros de FTIR foram transferidos para o software Origin® e
uma curva de calibracdo foi criada, os dados dos extratos foram obtidos e

comparados aos valores da solugéo.

4.3. Analise Multivariada Preliminar para Técnica

Espectrofluorimétrica

Todas as analises foram realizadas em um equipamento de

espectrofluorimetria desenvolvido no Laboratério de Propriedades Opticas
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(LaPO) do Instituto de Fisica da Universidade Federal da Bahia, utilizando
como lampada de excitacdo um LED de comprimento de onda A =532nm com
intensidade alta e cubeta de vidro (% transmissdo: 84,3). A cubeta foi
previamente limpa com acetona e solucédo alcodlica de hidroxido de potassio
3%, para total remocdo de gorduras, e depois lavada com 4gua deionizada

para remocao da solucéao.

As amostras de lipideos comerciais foram pesadas em balanca analitica
(Quimis — Q500L210C) com auxilio de micropipeta (Eppendorf), posteriormente
foram avolumadas com acetona (Vetec) e foi adicionado o corante para
analise, Vermelho do Nilo (Sigma Aldrich). Todos os solventes e reagentes

utilizados foram de padrdo analitico.

O processo de analise multivariada foi realizado em duas etapas: o
planejamento de experimentos com dois niveis no qual foi observado a
interferéncia de cada variavel e a matriz de Doehlert com dois fatores. Para o
planejamento fatorial definiu-se como fatores o tempo de reagéo do corante na
amostra e a concentracdo do corante utilizado, com 0s seguintes niveis,
respectivamente, 1h e 3h, e 0,72 pg.mL™e 2,16 pg.mL™. A combinacdo dos
experimentos realizados, na etapa de planejamento fatorial, e a interpretacao
dos resultados foram obtidos com o auxilio do software MINITAB. A etapa da
construcdo da matriz de Doehlert foi realizada com o software Statistica, e
neste caso, os fatores tempo de reacdo e concentracdo foram mantidos, porém
os niveis mudaram para 1,5 h, 2,0 h, 2,5 h, 3,0 h, 3,5 h e 0,72 pg.mL™, 1,44

ng.mL?, 2,16 pg.mL™. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

ApoOs esta série de experimentos, foi verificado que o tempo de reacéo
poderia ser reduzido ao adicionar a etapa de aquecimento por micro-ondas
durante a reacdo do corante com os lipideos. O valor de concentracdo do
vermelho do Nilo considerado pela analise multivariada preliminar foi mantido

na andalise final.

4.4. Analise por Espectroscopia de Fluorescéncia
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Para a criacdo da curva de calibracdo foi necessario duas etapas, a
primeira constituiu na analise da radiacédo de fluorescéncia das microalgas e a
segunda na purificagdo cromatografica de extratos para obtencdo de dados
gravimétricos dos lipideos neutros. Os resultados obtidos em cada etapa foram

comparados como descrito em seguida.

A espécie de microalga utilizada nesta analise foi a Nannochloropsis sp.
Em cada grupo de dez amostras de diferentes concentragbes de microalgas
em meio cultura foram tomadas aliquotas de 5mL da suspensédo microalgal e
adicionado 0,75 mL de DMSO (Sigma Aldrich) e depois 50 uL de uma solucéo
de concentracdo de 250 mg.mL™ de vermelho do Nilo em acetona (Fmaia). A
mistura foi agitada vigorosamente em um agitador tipo vortex (IKA vortex
Genius 3) por um minuto e aquecida em forno de micro-ondas na poténcia 70%
por dois minutos. As amostras foram analisadas imediatamente por

espectrofluorimetria.

As analises foram realizadas no equipamento Fluorimetro versdo Quimis
- protétipo 1 (versdo comercial - Espectrofluorimetro UV-Vis - Q798FIL),
desenvolvido no Laboratério de Propriedades Opticas (LaPO) do Instituto de
Fisica da Universidade Federal da Bahia, aplicando como luz de excitacdo LED
(diodo de emissao de luz, do inglés: light-emitting diode) de cor verde (A = 519
nm). A radiacé@o de fluorescéncia das células tingidas foi obtida utilizando como
tempo de integragédo 150 milissegundos e medida no comprimento de onda de
A =670 nm.

O valor da area da radiacdo de fluorescéncia foi medido através da
integracdo da curva fornecida pelo equipamento Fluorimetro versao Quimis -
protétipo 1, no software ORIGIN®.Como a radiacdo de fluorescéncia das
células tingidas (A= 670 nm) fica em um comprimento de onda proximo ao da
radiacdo de fluorescéncia da clorofila (A= 680 nm), foi necessario realizar um
abatimento do sinal da radiagéo de fluorescéncia da clorofila para que o valor
considerado fosse apenas o valor do sinal da radiacdo de fluorescéncia

respectivo aos lipideos associados ao corante vermelho do Nilo.
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O sinal da radiacéo de fluorescéncia da clorofila foi obtido pela medicéo
da fluorescéncia deste pigmento isolado na propria amostra sem a adi¢cdo do
corante Vermelho do Nilo. Apds o abatimento do sinal da clorofila as curvas
foram normalizadas e entdo se utilizou a ferramenta matematica de integracao
para calcular a area dos sinais da radiacdo de fluorescéncia atribuidos aos
lipideos neutros. O mesmo tratamento de dados foi realizado em todos os
pontos da curva de calibragdo e nas amostras de Nannochloropsis sp.

estudadas.

Em cada grupo de dez amostras de diferentes concentracbes de
microalgas em meio cultura foram centrifugadas a 4400 rotagbes por minuto
durante oito minutos e o sobrenadante foi descartado. A cada amostra
adicionou-se 250 uL de hexano (Fmaia) e agitou-se vigorosamente em um
agitador tipo vortex (IKA vortex Genius 3) por trinta minutos, coletou-se o
liquido e transferiu-se para um frasco do tipo eppendorf previamente pesado.
Este processo foi repetido dez vezes para cada amostra. O extrato obtido foi
seco a temperatura ambiente e sem fluxo de géas, por 60 horas. A massa do
residuo foi considerada como a massa do extrato. (Vijayaraghavan, K. e
Hemanathan, K. 2009).

Os lipideos foram separados por cromatografia em camada delgada
preparativa utilizando como fase estacionaria silicagel 60 PFas4+366 (Merck)
suportada em placas de vidro de dimensfes de 20x20 cm, espessura de 1cm
de silica. As placas foram preparadas utilizando 30 g de silicagel com 15 mL de
agua ultra pura, agitando-se com bastao de vidro até atingir uma consisténcia
homogénea do gel. O gel foi depositado sobre as placas de vidro com um
espalhador de fase estacionaria em placas para cromatografia em camada
delgada, disponibilizado pelo Grupo de Estudo de Substancias Naturais
(GESNAT) do Instituto de Quimica da Universidade Federal da Bahia. As
placas foram ativadas em estufa a temperatura de 70 °C por um minimo de 24

horas.

As amostras foram diluidas com hexano e aplicadas longitudinalmente
na base das placas cuidadosamente, para nao cortar a silica, com um capilar

de vidro com angulo de aproximadamente 120°. O sistema foi eluido em uma
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cuba de vidro, pré-saturada com auxilio de papel de filtro, com a mistura de

solventes hexano/acetona/acido acético 90:10:1 como fase movel.

ApoOs a separacdo dos lipideos, a silica foi cortada e separada do
suporte de vidro com uma espatula. Os lipideos foram recuperados da silica
através de uma série de extracdes ultrassbnicas. Inicialmente as amostras
foram sonicadas por 10 minutos com hexano em banho ultrassénico (Quimis —
Q335D - 40 KHz) em méaxima poténcia, coletou-se o liquido e transferiu-se
para frascos previamente pesados, depois se repetiu este procedimento
alterando o solvente para acetona e em seguida metanol em cada amostra. As
amostras obtidas foram secas a temperatura ambiente e sem fluxo de gas, por

60 horas. A massa do residuo seco foi considerada como a massa de lipideos.

Como as amostras utilizadas para obtencdo da radiacdo de
fluorescéncia de células tingidas foram iguais as amostras utilizadas para a
determinacao gravimétrica de lipideos, para cada valor da area da radiacao de
fluorescéncia foi atribuido um valor de massa de lipideos, gerando esta forma

uma correlagdo matematica entre os valores obtidos.

4.5. Analise por Cromatografia em Camada Delgada

Para esta analise utilizou-se o0s extratos de quatro espécies de
microalgas Desmodesmus sp., Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta,
Nannochloropsis sp. A biomassa tmida foi adicionado 5mL de hexano (Vetec),
e a mistura foi agitada por 30 minutos no votex, em seguida centrifugada por 8
minutos a 4400 RPM. Ocorreu formacao de fases, e a fase superior dissolvida
em hexano foi coletada e transferida para frascos de amostra previamente

limpos e pesados. Cada cepa foi extraida trés vezes com hexano.

Como nao existe um padrao de 6leo de microalga disponivel no mercado
e as amostras puras que foram obtidas experimentalmente ndo foram em
guantidade suficiente para usar como padrdo, foram realizados testes com

diferentes tipos de 6leos (triglicerideos) comerciais pra avaliar qual se aproxima
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mais das caracteristicas do 6leo de microalgas e ser utilizado como padréo de
comparacao para a cromatografia em camada delgada. Foram testados os
oleos de canola, coco, girassol, milho, oliva, peixe (Q3), ricino e soja, tendo
sido selecionado 6leo de peixe (Q3) por ter se aproximado mais das

caracteristicas dos triglicerideos das microalgas em composicao e R.

Foram preparadas vinte e trés solugbes padronizadas com diferentes
teores de Oleo de peixe — 6mega trés (Vittan O) diluido em heptano (Vetec). O
Oleo foi transferido com micropipetas para eppendorfs de plastico com
capacidade 1,5 mL e o volume completado com o solvente. Os valores de
concentracéo utilizados foram: 0,3%, 1%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e
100%.

As andlises foram realizadas por cromatografia em camada delgada
preparativa utilizando como fase estacionaria silicagel 60 PFas4+3s6(Merck)
suportada em placas de vidro de dimensdes de 10x5 cm, espessura de 0,5 cm
de silica. As placas foram preparadas utilizando 60 g de silicagel com 15 mL de
agua ultra pura, agitando com bastdo de vidro até atingir uma consisténcia
homogénea do gel. O gel foi depositado sobre as placas de vidro com um
espalhador de fase estacionaria em placas para cromatografia em camada
delgada, disponibilizado pelo Grupo de Estudo de Substancias Naturais
(GESNAT) do Instituto de Quimica da Universidade Federal da Bahia. As
placas foram ativadas em estufa a temperatura de 70 °C por um minimo de 24

horas.

Um teste prévio dos reveladores foi realizado para escolha do mais
adequado para essas amostras, com vanilina acida, permanganato de

potéssio, PMA e iodo.O escolhido foi o iodo.

Primeiro foi realizada a analise com as solucdes padronizadas e depois
dos extratos de microalgas, 1 uL das solugcdes foram aplicadas nas
cromatoplacas pré-ativadas com uma micropipeta capilar graduada (MERK). As
placas foram eluidas com um sistema de solventes hexano:acetona 85:15 mais

5 gotas de acido acético para cada vinte mililitros de solucao solvente. Apés a
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eluicdo, as placas foram secas na capela a temperatura ambiente e em
seguida reveladas com iodo. O tempo de revelacdo necessario também foi
estudado. ApGs revelacdo as cromatoplacas foram escaneadas e as imagens
trabalhadas no software Sigmascan® Pro 5 versao teste, para obtencédo dos
dados de resolucdo em pixels. Foram preparadas cinco curvas de calibracéo
diferentes, e da média destas curvas foi criado um modelo matematico para
calcular a concentragdo do extrato das microalgas. O tratamento estatistico foi

feito com o software Origin®.

4.6. Analise por Cromatografia Gasosa

Nesta analise as mesmas amostras utilizadas na cromatografia em

camada delgada foram analisadas por cromatografia gasosa.

Os extratos foram secos a temperatura ambiente sob fluxo de gas
nitrogénio e foram analisados por cromatografia gasosa em um cromatografo a
gas da marca Bruker equipado com um detector por ionizacdo de chama (FID)
a uma temperatura de 250 °C, um injetor split/splittess 20:100 a uma
temperatura de 250°C e coluna capilar BR-SWax (Carbowax® polyethylene
glycol) 30m, 0,32mm da marca Bruker. O gas de arraste utilizado foi hélio com
um fluxo de 68 cm.s™. O forno do CG foi mantido inicialmente a temperatura de
60 °C por 2 minutos, em seguida iniciou uma rampa de aquecimento com uma
taxa de 10 °C/min até 200 °C, depois uma nova rampa com taxa de 5°C/min
até 240°C e manteve esta temperatura por 15 min. O limite de deteccéo para
este método cromatografico foi programado para 1 ppb. O programa Compass

CDS foi utilizado para as analises cromatogréficas.

Apesar do cromatografo a gas utilizado ter muitos recursos para analise
de resultados, o tratamento de dados foi realizado com o auxilio do software
Oring® devido a natureza da amostra, que é detectada pelo equipamento como
um sinal ndo classico da cromatografia a gas, entdo a area deste sinal nédo

pdde ser calculada pelo programa do préprio cromatografo.

O tratamento dos dados foi feito pela aquisicdo dos dados no
cromatografo a gas e exportacdo dos dados béasicos no formato compativel
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como sistema de importacdo de dados do Origin®, neste programa foi utilizada
a ferramenta matematica de calculo de integracdo nos picos da regidao de 7,6
minutos (presente em todos os cromatogramas de todas as microalgas
estudadas) e de 21 minutos (triglicerideos). A razédo entre o valor da integral do
primeiro pico calcula pelo programa do cromatografo e o valor calculado no
Origin® foi utilizada como fator de correcdo do valor calculado no Origin® para

o sinal na regido de 21 minutos, como descrito na equacéo abaixo.

Int.pico calc.pelo CG X Int.do triglic.calc.no origin

Int.do triglic.cor.=
nt. a0 trighic. cor Int.do pico calc.no origin

Apoés encontrar o valor corrigido para a integral do sinal na regido de 21
minutos, este valor foi dividido pela soma da integral de todos o0s picos
presentes no cromatograma que foi multiplicado por 100 para encontrar o valor

percentual de lipideos na amostra de extrato hexanico.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Analise por Espectroscopia de Infravermelho distante com

Transformada de Fourier

Para obter uma curva de calibracdo sete solucbes de concentracao
conhecida foram analisadas for espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier. Os sinais relativos ao solvente e a célula de CaF,
foram abatidos do sinal das solugbes. A banda de absor¢cao utilizada para o
calculo de concentracao lipidica foi a correspondente a carbonila C=0 (1750
cm™), este pico foi selecionado por ser uma ligacdo caracteristica de ésteres
graxos, acidos graxose triglicerideos (substancias utilizadas na producédo do
biodiesel), e ndo apresentarem interferéncias com o0s espectros do solvente
nem da célula. Na Figura 14 um espectro de infravermelho de uma das

solugdes padronizadas 6leo de canola comercial € exibido.
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Figura 14. Espectro de infravermelho de uma solugdo padronizada de 6leo de canola. Fonte:
Proprio autor.
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A figura 14 esta distorcida para melhor visualizacdo da banda em 1750
cm™ e portanto exibe os picos de absor¢do muito préximos devido as longas
cadeias de carbono existentes nos acidos graxos presentes nas amostras
analisadas, principalmente nas regides de nimero de onda 2750 cm™ a 3000
cm®, 1250 cm™ a 1600 cm™ e 800 cm™ a 1000 cm™, estas regides sdo
caracteristicas de ligacbes C-H e C=C, ricamente presente nas amostras. Na
regido de 2750 cm™ a 3000 cm™ estdo as ligacdes de C-H de alcenos e
alifaticos, com deformacdo de estiramento, e as bandas nas regides de 1250
cm™ a 1600 cm™ e 800 cm™ a 1000 cm™ s&o relativas as ligagdes duplas entre
carbonos, a primeira faixa corresponde as deformacdes de estiramento e a
segunda de deformacéo angular. As muitas vibragcées causadas pela radiacéo
infravermelha em ligagbes semelhantes, presentes na amostra, causam o
grande numero de picos nas regides supracitadas e uma perda na resolucéo
do espectro nessas areas (Lopes, W. A. e Fascio, M., 2004). Contudo o pico

referente a ligacdo C=0 é bem definido e unico.
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Figura 15. Curva de calibracédo para analise em FTIR. Fonte: Proprio autor.

Com a area obtida pela integracdo do pico presente no numero de onda
de 1750 cm™, que foi corrigida em todos os pontos pelo mesmo fator para

obtencdo de uma regressao com decaimento exponencial, criou-se a curva de

calibragdo: y = —5603,67562 + 5869,06784 /1429133 com R2 = 0,99967 e erro
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de 3,78%. Na Figura 15 pode ser visualizado o grafico que originou a equacao
acima. Este modelo matematico foi aplicado no calculo da concentracdo de

lipideos nas microalgas Haematococcus pluvialis e Nannochloropsis sp.

Os extratos das microalgas nao sdo solu¢cdes de um unico soluto como
as solucdes padronizadas, neles contém além dos lipideos de interesse para a
producdo de biodiesel, proteinas, corantes, vitaminas e outras substancias que
absorvem a radiacéo infravermelha. Algumas dessas substancias presentes no
extrato, por possuirem ligagdes C=0O em sua estrutura molecular, também
absorvem na regi&o de nimero de onda 1750 cm™e podem fornecer um falso

resultado de quantidade de lipideos.

Um exemplo bastante evidente e facilmente comprovado foi a clorofila. A
presenca da clorofila nos extratos das microalgas foi evidenciada pela
coloracdo verde caracteristica deste pigmento. Na Figura 16 a estrutura
molecular da clorofila € exposta e observa-se a presenca de mais de uma
ligacdo C=O0, isto implica que, mesmo que a clorofila ndo tenha grandes
concentracbes presentes na amostra analisada, o sinal de absorcédo da
radiacao infravermelha produzido por esta ligagdo no espectrograma foi

manifestado.
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Figura 16. (a) Estrutura molecular da clorofila a, (b) Estrutura molecular da clorofila b. Fonte:
Proprio autor.

Na tabela 3 estdo descritos os resultados obtidos para as amostras de
extratos de microalga analisados. A confirmagédo da presenca de lipideos nos
extratos foi feita por cromatografia em camada delgada e indicou que havia

0leo na amostra da Nannochloropsis sp., contudo nao foi detectada a presenca
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de nenhum lipideo util para producdo de biodiesel na amostra obtida da H.

pluvialis.

Tabela 3. Valores das amostras dos extratos de microalgas analisadas por espectroscopia de
infravermelho longe com transformada de Fourier.

Percentual de Presenca de

Area do pico x L . o
Microalga em1750 cm™ I_Ciggcentragao Eltla Ilgldg_os obtido fl_lpldeao
Corrigida (u.a.) ipideos (mg.mL™) da biomassa confirmada por
(%) CCD
H. pluvialis 3683 0,70 7,0 N&o
Nannochloropsis sp. 3959 0,02 0,3 Sim

A cromatografia por camada delgada foi utilizada para identificar a
presenca de lipideos pois separa os componentes da mistura de susbhstancias
que € o extrato. Entdo ao analisar os extratos das microalgas H. pluvialis e
Nannochloropsis sp. por essa técnica 0s pigmentos, proteinas, agucares, e
outras substancias que podem ser detectadas pela espectroscopia de
infravermelho distante como lipideos foram separadas dos reais lipideos de
interesse e assim foi verificada a presenca de triglicerideos na amostra de
Nannochloropsis sp., porém na amostra de Haematococcus pluvialis esta
substancia nao foi detectada indicando que a extracdo néo foi eficiente na
obtencéo dos triglicerideos e ao visualizar as células de microalga utilizadas
para fazer a extragdo em um microscopio, verificou-se que a parede celular da
H. pluvialis ndo havia sido rompida dificultando a extracao dos lipideos, outro
fator responsavel pela ndo obtencdo dos triglicerideos é a afinidade com o
solvente, uma vez que os extratos foram obtidos pelo método de Bligh e Dyer
(1959)que utiliza a mistura de solventes cloroférmio e metanol que possuem
maior afinidade com pigmentos como a clorofila e astaxantina que saturam os
solventes que possuem menor solubilizagdo dos triglicerideos.Confirmando o
resultado qualitativo dado pela cromatografia em camada delgada. Assim o
resultado obtido pelo FTIR foi atribuido a outros compostos como pigmentos e

acucares.
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5.2. Analise Multivariada Preliminar para Técnica

Espectrofluorimétrica

No MINITAB foram dadas informacBes do numero de variaveis
independentes, e obteve-se a programacao dos experimentos em duplicata a
serem realizados, total de 8 experimentos. Apos a realizacdo destes, o valor da
intensidade de fluorescéncia indicado na curva fornecida pelo
espectrofluorimetro foi determinado através da integracdo da banda no

software ORIGIN, resultado que é mostrado na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Planejamento fatorial do experimento.

Nivel Tempo Nivel Concentracéo Area da banda de

Experimento Ordem
de Reacao do Corante fluorescéncia(u.a.)
1 2 -1(1h) -1 (0,72 pg.mL™) 10431
2 5 1(3h) -1 (0,72 pg.mL™) 22576
3 1 -1(1h) 1 (2,16 pg.mL™) 8278
4 6 1(3h) 1 (2,16 ug.mL™) 48154
5 8 -1 (1 h) -1 (0,72 pg.mL™) 11309
6 4 1(3h) -1 (0,72 pg.mL™) 22752
7 3 -1(1h) 1 (2,16 pg.mL™) 7501
8 7 1(3h) 1 (2,16 pg.mL™) 48424

Com os dados de resposta, apresentados na Tabela 4, foram obtidos os
graficos que representam a interagcdo existente entre as variaveis
independentes (tempo do corante na amostra e concentragdo do corante na
amostra) e a variavel dependente (resposta - area da banda de fluorescéncia).
Observou-se no planejamento de experimentos que ambas as variaveis
possuem efeitos positivos, ou seja, com o aumento do nivel ocorre o aumento
da variavel resposta (area da banda de fluorescéncia). Outro ponto observado
€ que a variavel tempo possui uma maior influéncia na resposta que a variavel

concentracao.
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A partir destes dados e por analise grafica foi confirmada a influéncia do
tempo na variavel resposta(area da banda de fluorescéncia) e mostra que esse
efeito € mais intenso para o maior tempo de reacdo. No menor tempo de
contato do corante com a amostra, a reacao pode nao ter ocorrido a contento o
que justifica a pouca influéncia da variagdo da quantidade de corante
adicionada neste tempo.Os valores de efeito encontrados para as variaveis
concentracéo de corante e tempo de reacdo foram respectivamente 11322 u.a.
e 26097 u.a.

Com os dados do efeito determinou-se que o tempo € o fator de maior
influéncia do processo, e como foi observado que o tempo de 1h nédo era
suficiente para um valor significativo, entdo para matriz de Doehlert aumentou a
qguantidade de niveis para esta variavel, porém iniciando o estudo em 1,5 hora
de reacdo. Para o tempo utilizou-se um total de cinco niveis (1,5 h,2h, 2,5 h, 3
h e 3,5 h) e para a variavel concentracdo, um total de trés (0,72 pg.mL™, 1,44
pug.mL?, 2,16 pg.mL™). A Figura 13 mostra o planejamento da matriz de

Doehlert com a combinacdo dos niveis que foram analisados.

Na ferramenta estatistica utilizada para o tratamento de dados,
Statistica, foi inserido os niveis dos fatores tempo e concentragdo para Matriz
de Doehlert com suas respectivas respostas e foi gerada a superficie de

resposta exibida na Figura 17.
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Figura 17. Superficie de resposta para Matriz de Doehlert para os fatores Tempo e
Concentragdo. Fonte: Préprio autor.
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O gréfico exibido na Figura 17 mostra uma tendéncia que o aumento do
tempo de reacdo e da concentracdo de Vermelho do Nilo pode levar a uma
resposta maior. Pela analise dos pontos criticos, o menor tempo de reacdo
necessario para uma resposta significativa é de 2 horas e a solucdo deve

conter pelo menos 1,44 ug/mL de corante.

O gréfico de Paretto (Figura 18) obtido nessas experiéncias indicou que
para a faixa escolhida de parametros, a interacdo entre a concentragdo do
corante e o tempo de reacao é o efeito mais relevante e tem uma contribuicéo
linear. Também significativo, porém inferior na hierarquia dos principais efeitos
sao a contribuicao linear da concentracdo de Vermelho do Nilo e a contribuicédo
quadratica do tempo de reacdo. A influéncia significativa linear do tempo
também foi detectada. A interacdo quadradtica da concentracdo foi

estatisticamente insignificante.

33333333

p=05

Figura 18. Grafico de Paretto da estimativa dos efeitos. Fonte: Préprio autor.

5.3. Analise por Espectroscopia de Fluorescéncia

Devido a luz de excitacdo, que o0 equipamento Fluorimetro versao
Quimis - protétipo 1 usa, ser produzida por um LED, dispositivo qual ndo é

possivel variar o comprimento de onda para um valor desejado especifico,
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houve um deslocamento nas faixas de luz de excitacdo e de emissao de
fluorescéncia, na literatura os valores encontrados para as luzes de excitacéo e
de emissdo sdo respectivamente A = 552 e 636 nm, mas os utilizados nesta

analise foram A = 519 e 670 nm como podem ser vistos na Figura 19.

Para obter o valor da intensidade da radiacdo de fluorescéncia foi
calculada apenas a area do pico respectivo a radiacao de fluorescéncia das
células tingidas. Contudo, as microalgas por serem organismos
fotossintetizantes possuem um pigmento (clorofila) que fluoresce em uma
regido proxima a regido da radiagdo de fluorescéncia das células tingidas
(Figura 20), portanto foi realizado um abatimento matemético da area do pico,
correspondente a clorofila, da integral da radiacéo de fluorescéncia das células
tingidas, como visto na Tabela 5. Pela variacdo do comprimento de onda
utilizado na excitacdo das amostras houve também uma variacao na regidao de
fluorescéncia da clorofila que ao invés de fluorescer em comprimentos de onda
especificos para a clorofila A e B, ambas fluoresceram em uma Unica banda

como exibido na figura 20.
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Figura 19. Fluorescéncia de Nannochloropsis sp. tingida com o corante Vermelho do Nilo -
Espectro de Fluorescéncia produzido pelo equipamento Fluorimetro versdo Quimis - protétipo
1. Fonte: Préprio autor
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Figura 20. Fluorescéncia de Nannochlopsis sp.tingida com o corante Vermelho do Nilo —
Diferenca entre os espectros da radiacéo de fluorescéncia das células microalgais tingidas e
da clorofila. Fonte: Proprio autor
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Figura 21. Fluorescéncia de Nannochlopsis sp. tingida com o corante Vermelho do Nilo -
Espectros de Fluorescéncia de todas as amostras analisadas com abatimento do sinal da
clorofila. Fonte: Préprio autor
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Tabela 5. Correlagdo entre os valores de area dos espectros de fluorescéncia das células
microalgais de Nannochloropsis sp. tingidas e as médias das massas de lipideos obtidas.

Area da Banda Area da Banda da

da Radiacao de Radla(;aAo d.e Massa de Massa de
Amostra AR fluorescéncia o
Fluorescéncia batid extrato (mg) lipideos (mQ)
(0.a) abatida e
o normalizada (u.a.)
1 29078,11 43,03 2,60 0,50
2 33489,64 54,80 3,05 0,60
3 38656,73 62,68 2,95 0,65
4 43823,82 70,56 3,85 0,70
5 47105,91 83,89 3,65 0,80
6 50388,01 97,23 4,25 0,85
7 53670,10 109,77 4,95 0,90
8 78408,50 126,23 3,30 0,80
9 94093,97 133,85 5,20 1,05
10 98709,83 134,77 5,95 1,15
0,22 4
T 0,204 //.
£ e
g 0,18 4 //
[72] (/
(@]
ﬁ 0,16
=3
-
® 0,14
©
(]
8« 0,12 4
g
é 0,10 4 "
g T T T T T T
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Luz de Fluorescéncia (Ig;,,)

Figura 22. Curva de correlacdo entre a radiacao de fluorescéncia e a concentracéo de lipideos
no meio de cultura de Nannochloropsis sp. Fonte: Préprio autor
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Ao observar a tabela 5, é possivel notar uma relacédo crescente entre a
radiacdo de fluorescéncia e a massa de lipideos neutros extraidos. Da
regressao numérica dos dados obtidos experimentalmente foi obtida a seguinte
relacdo matematica: Y [mg.mL™'] = 0.0206 [(mg.mL N/l (X [h])¥? -
0.031[mg.mL™], com indice de correlacdo Rz = 0,99862.

Para testar este modelo, duas amostras foram tratadas seguindo o
mesmo procedimento experimental utilizado na construgdo da curva de
correlacdo, microalgas da espécie Nannochloropsis sp.com 4 e 6 dias de
cultivo, e as quantidades de lipideos encontradas por mililitros de meio de
cultivo foram de 0,15 mg.mL™ e 0,17mg.mLrespectivamente, o que significa

4,4 % e 4,8 % de lipideos em biomassa seca.

5.4. Andlise por Cromatografia em Camada Delgada

Antes de iniciar as andlises quantitativas por cromatografia em camada
delgada foi realizado um estudo para escolher o revelador mais adequado para
0 objetivo do trabalho e compativel com as amostras. O primeiro revelador
testado foi a radiagdo ultravioleta, mas este revelador foi eliminado pela
dificuldade de repetibilidade na etapa de aquisicdo de imagens. Depois se
testou a vanilina acida que, apds a borrifacdo da solucdo na cromatoplaca,
necessita de aquecimento. Apesar da vanilina ter demonstrado boa revelacéo
das manchas o controle da temperatura na etapa de aquecimento era dificil o
que impossibilitou a repetibilidade do método utilizando este revelador.
Também foi testado o acido fosfomolibidico que apresentou bons resultados
para as pequenas concentracdes, mas nas maiores concentragdes a resolucao

deste revelador ndo foi adequada. E por fim aplicou-se o iodo como revelador.

O iodo € um bom revelador para compostos insaturados, porém requer
tempo para que a reagao ocorra. Entdo foi realizado um estudo do tempo
necessario para que o iodo gasoso reaja com as amostras eluidas na
cromatoplaca. As placas foram escaneadas para o calculo da resolucdo em
pixels (area e intensidade da cor da mancha) de cada amostra utilizada na
andlise. Na Figura 23 é possivel visualizar a evolugcdo da reacdo durante o
tempo. O processo de revelagéo foi acompanhado por 480 horas, e a aquisi¢ao
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de imagem realizada com 3,5 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas,
192 horas, 312 horas e 480 horas. Este acompanhamento foi realizado com

oleo de peixe (©23) comercial que foi utilizado como padrao.
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Figura 23. Influéncia do tempo de revelagdo com iodo na analise de lipideos comerciais (6leo
de peixe — Q3) por CCD. Fonte: Proprio autor

Do grafico de percentual de lipideos em solvente é possivel observar
que para baixas concentragfes, o tempo de revelacdo ndo influencia a analise;
para valores acima de 15%, observa-se uma maior resolucdo do meétodo para

tempos elevados de revelagcdo com iodo.

A perfeita correlacdo entre os dados (resolucdo e concentragédo) neste
método é dificil, pois foram utilizadas cromatoplacas nas quais a deposi¢cdo da
fase movel foi feita no laboratério e apesar do cuidado dispensado, ainda
existem diferencas entre as placas, que podem ser causadas por pequenas
trepidacbes no momento do espalhamento ou por diferenca de nivel, o que
provoca inclinagcéo da placa, durante a secagem. Este efeito negativo pode ser
visualizado pelo agrupamento das amostras, as de menor concentracao foram

eluidas em grupos de 4, as intermediarias em grupos de 3 e as de maior
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concentracdo em grupos de 2 amostras. Para evitar este tipo de falhas &

recomendado o uso de cromatoplacas comerciais.

Para construir a curva de calibracédo foi escolhido utilizar a média das
cinco curvas de calibragdo feitas com a micropipeta capilar de 1 uL para

diminuir o efeito da diferenca entre as cromatoplacas no resultado final.
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Figura 24. Curva de calibracéo para analise de teor de lipideos por CCD. Fonte: Préprio autor

A Figura 24 mostra a curva de calibracdo. O modelo mateméatico gerado
foi expresso pela equacéo:Y[%)] = 3,86049x10® (X?[pel]) + 2,41975x10™*(X[pel])
— 3,29973[%], R? = 0,94965.

Aplicando o0 modelo obtido acima, foram analisados extratos de quatro

espécies diferentes de microalgas. O resultado esta descrito na Tabela 6.

Tabela 6. Teor de lipideos por CCD.

Teor de Teor de
s . Massa de o Lipideo na
Espécie de Microalga Lipideo no :
Extrato (mgQ) Biomassa
extrato (%)
seca (%)
Desmodesmus sp. 10,9 4.4 0,5
D. salina 13,7 9,2 1,0
D. tertiolecta 44,3 15,3 6,8

Nannochloropsis sp. 20,5 5,0 1,0




75

Figura 25. Cromatoplacas reveladas com iodo com gradiente crescente de teor de 6leo. Fonte:
Préprio autor

5.5.  Analise por Cromatografia Gasosa

As amostras analisadas no cromatografo a gas foram eluidas em uma
coluna especifica para ésteres e como as amostras ndo passaram por nenhum
processo de transformacédo quimica antes da andlise, os triglicerideos e acidos
graxos livres presentes na amostra foram atribuidos aos sinais detectados pelo
equipamento como sinal ndo classico na cromatografia a gas. Devido a néo
existéncia de um padrdo cromatografico adequado para triglicérides de
microalga, a identificacao do sinal correspondente ao 6leo de microalga foi feito
através de verificacfes experimentais de amostras ricas em triglicerideos que
indicaram que essa substancia, no método cromatografico aplicado, possui o

tempo de retengao de 21 minutos.

O sinal detectado pelo CG nao apresenta o formato classico de pico
devido a natureza da amostra, os triglicerideos séo substancias com alto peso
molecular e longas cadeias carbbnicas, o que dificulta a saida da coluna
cromatografica que nao é ideal para este tipo de composto. Como o0s

triacilglicerideos ndo sao compostos facilmente volatilizaveis, entdo o
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desprendimento esta substancia da fase estacionaria ocorre com o0 aumento da

temperatura resultando no sinal mais largo que 0s picos convencionais.

A resolucédo desse sinal pode ser melhorada realizando uma reacéo de
transesterificacdo na amostra, contudo neste trabalho, as massas de extratos
hexanicos utilizadas como amostras ndo eram suficientes para fazer esta
reacdo, e foi verificado ser possivel detectar os lipideos na forma de
triglicerideos, e a quantificacé@o foi feita com o auxilio de outra ferramenta de
tratamento de dados, software Origin®.Neste programa foi utilizada a
ferramenta matematica de calculo de integracdo nos picos da regido de 7,6
minutos (presente em todos os cromatogramas de todas as microalgas
estudadas, e que serviu de referéncia para o célculo, uma vez que foi integrado

pelo proprio cromatdgrafo) e de 21 minutos (triglicerideos).

Esta etapa s6 foi necesséaria devido a ma resolucdo do sinal atribuido
aos triglicerideos como explicado previamente, se o sinal aparecesse no
formato de um pico bem resolvido, ndo seria preciso utilizar deste recurso
matematico, pois o proprio programa que faz a aquisicdo de dados no
cromatografo também faz o calculo do percentual de cada substancia presente
na amostra.Na literatura estes problemas ndo sao descritos pois a maioria das
analises de lipideos realizadas por cromatografia a gas é feito uma reacao
previa para a conversdo dos triglicerideos e acidos graxos em alquil-ésteres

compativeis com as colunas cromatograficas aplicadas.

Os valores calculados de teor de lipideos nos extratos hexanicos das
microalgas Desmodesmus sp., Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta e

Nannochloropsis sp. estao exibidos na Tabela 7.

Tabela 7. Teor de lipideos por CG.

Teor de
Teor de o
. . Massa de - Lipideos na
Espécie de Microalga Lipideosno .
Extrato (mg) extrato (%) Biomassa
) Seca (%)
Desmodesmus sp. 10,9 5,4 0,6
D. salina 13,7 10,9 1,5
D. tertiolecta 44,3 17,7 7.8

Nannochloropsis sp. 20,5 6,2 1,3
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5.6. Comparacao de Resultados entre as Técnicas Utilizadas

A Tabela 8 apresenta a compilacdo de todos os resultados encontrados
para as analises de quantificacdo de lipideos nas microalgas. Apenas para as
técnicas de cromatografia por camada delgada e cromatografia a gas foram
utilizadas as mesmas amostras. A variacdo do resultado de uma técnica para

outra ocorre pela diferenca da sensibilidade do método.

Tabela 8. Resultados de teor de lipideos obtidos nas diferentes técnicas estudadas.

- Espectroscopia Cromatografia '
Espécie de R Cromatografia
! de Espectrofluorescéncia em Camada B
Microalga a Gas
Infravermelho Delgada
Desmodesmus sp. N A N A 0,5% 0,6 %
D. salina N A NA 1,0% 1,5%
D. tertiolecta N A N A 6,8 % 7,8 %
H. pluvialis 70% NA N A N A
Nannochloropsis sp. 0,3 % 4.7 % 1,0% 1,3%

*N A = Nao analisada

Um motivo que causa a diferenca entre os resultados das analises é que
o valor obtido pela espectroscopia de infravermelho longe ndo € confiavel, uma
vez que por esta técnica ndo foi possivel separar os sinais dos triglicerideos
dos sinais de outros compostos presentes no extrato que também continham a
ligacdo C=0 na regi&o de 1750 cm™. Todavia esta observacdo foi bastante util
para as analises seguintes, pois se mudou o método de extracdo, ndo mais
promovendo a extracdo de lipideos pela técnica de Bligh & Dyer e passando a
utilizar a técnica de extracdo com hexano, que € um solvente que possui
caracteristicas mais proximas das substancias desejadas que a mistura de
solventes cloroformio e metanol, obtendo desta forma um extrato mais rico em

6leo.

ApoOs constatar que a técnica de infravermelho ndo seria eficiente para
uma analise de cunho quantitativo, ndo foram feitas novas analises com outras
espécies de microalgas por esta técnica, pois os resultados que seriam obtidos
ndo seriam confiaveis, mesmo mudando o método de extracdo. Apesar do
resultado obtido com a espectrofluorescéncia ser positivo, esta técnica ndo
atendeu os objetivos deste trabalho por ter a etapa de geracdo da curva de

calibracdo muito demorada, afanosa e sensivel a variacbes do cultivo,
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consequentemente outras espécies ndo foram analisadas por esta técnica.
Uma vez que cromatografia em camada delgada apresentou resultados
adequados aos que se buscava e caracteristicas compativeis com o propésito
deste estudo, quatro espécies de microalgas foram avaliadas com esta

técnicas e os resultados obtidos comparados por cromatografia a gas.

Das quatro técnicas de analise estudadas neste trabalho, apenas a
espectroflurimetria ndo envolveu extracdo da amostra apds o desenvolvimento
do método, e foi a técnica que apresentou maior teor de lipideos, isto, pois ao
fazer a extracdo nao € possivel extrair todos os compostos lipidicos das células
microalgais, e ao tingir as células com o corante liposeletivo vermelho do Nilo é

possivel captar os compostos de interesse dentro da célula.

A espécie H. pluvialis ndo foi estudada nas outras técnicas pois foi
previamente detectado a dificuldade do rompimento da parede celular que é
feito pela liofilizacdo das células (Damiani, M. C., et al, 2010), e por nao ter sido
possivel utilizar esta técnica de secagem, foi testada o congelamento das
células com nitrogénio liquido, e outras técnicas de rompimento celular, porem
nenhuma demonstrou eficacia no rompimento celular, portanto esta espécie foi

removida da continuidade dos estudos.

Os resultados das amostras analisadas pelas técnicas cromatogréaficas
foram bastante proximos e o desvio do erro entre os valores encontrados nas
mesmas amostras ficou em média de 16,51 %. Isso ocorre pois, apesar das
técnicas utilizarem os mesmos principios fisico-quimicos de separacdo e
andlise, outros aspectos provocam essa diferenca. Por exemplo a analise por
cromatografia a gas é totalmente realizada pelo equipamento desde a injecéo
até a deteccdo, enquanto a cromatografia em camada delgada € feita pelo
analista, a aplicacdo é uma etapa muito suscetivel ao erro, pois se o volume
aplicado com a micropipeta capilar ndo for precisamente igual todas as vezes,
pode ocorrer o erro de aplicar um volume menor que 0 proposto pelo método,
diminuindo o teor de lipideos real.Outra etapa que pode provocar uma
diferenca entre o valor real e o encontrado € a etapa de revelacdo, o iodo

sublima e se separa da cromatoplaca muito rapidamente, entdo é necessario
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gue o analista faca este passo no menor tempo possivel para evitar a perda do

revelador antes da aquisicdo dos dados pela digitalizacéo.
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6. Conclusdes

A microalga Haematococcus pluvialis ndo podde ser estudada
adequadamente pela dificuldade no rompimento da parede celular que so seria
possivel com um equipamento de liofilizagdo para secar as células, removendo
toda a agua a temperatura inferior a 50 °C sob vacuo pelo processo de
sublimacéo, fragilizando a parede celular. Como este equipamento ndo pode
ser utilizado esta espécie nao teve seu teor de lipideos quantificado. Buscou-se
a extracdo com hexano utilizando banho ultrassénico, resfriamento com
nitrogénio liquido, alta temperatura e pressdo, mas nenhuma dessas tentativas
surtiram efeito positivo e a técnica de Bligh & Dyer (1959) foi capaz de extrair

diversas outras substancias menos os lipideos de interesse.

Todas as microalgas estudadas foram analisadas em seu estado
vegetativo, pelo menor tempo de cultivo, estagio em que ndo ocorre um
acumulo de lipideos pelas células microalgais, de acordo com a literatura o
acumulo de lipideos ocorrem nas etapas de cultivo em que as microalgas estao
estressadas, com alguma deficiéncia nutricional ou expostas a um excesso de

radiacdo luminosa.

E necessario determinar um conceito mais adequado para o termo
“‘lipideos” principalmente em matrizes como as microalgas. A extracdo de
substancias depende do solvente utilizado, e alguns solventes possuem mais
afinidades e interacbes com substancias que nao interessam aos
pesquisadores e produtores de biocombustiveis que podem basear seus
modelos, célculos e planejamentos em resultados imprecisos por considerarem

como lipideos outras substancias como pigmentos e proteinas.

A espectroscopia de infravermelho longe é uma técnica que possui
grande potencial para ser utilizada em andlises de lipideos em nivel qualitativo
ou comparativo. Por ndo ser uma técnica muito seletiva, ndo se adéequa a
quantificacdo de lipideos em mistura por ser suscetivel a interferéncias de
substancia que néo influenciam no processo de producdo do biodiesel. Esta
técnica é muito dependente do processo de extracdo utilizado, podendo indicar

valores falsos como no caso da H. pluvialis que ndo apresentou lipideos uteis
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na producao do biodiesel no extrato, mas na analise por FTIR indicou um teor
de 7,0 % que foi atribuido a outras substancias presentes no extrato como a
clorofila, astaxantina e outros compostos que apresentam a ligacdo C=0 em

sua estrutura molecular. Esta técnica ndo atingiu os objetivos deste trabalho.

A espectrofluorimetria, apesar de ter apresentado resultados positivos na
quantificacdo de lipideos neutros na microalga Nannochloropsis sp. de uma
média de 4,7% para células na primeira semana de cultivo. E uma vez que o
meétodo esta concluido a analise € rapida, esta técnica provou ser pouco eficaz
pois para cada espécie de microalga € necessario fazer uma curva de
calibracdo como a exibida na Figura 22 e, por ser apenas reprodutivel nas
mesmas condi¢bes de cultivo. Isto é se algum nutriente for modificado, se a
temperatura for alterada ou as condicdes de iluminacdo mudarem, o método de
analise deve ser novamente refeito em todas as etapas, para a geracao de
uma nova curva de calibracdo, que é um processo longo, demorado, e
consome muitos recursos, em especial o solvente para a purificacdo das

amostras.

A andlise dos extratos hexanicos por cromatografia em camada delgada
apresentou 0s seguintes resultados de teor de lipideos para a espécie
Desmodesmus sp..0,5 %, Dunaliela salina:1,0 %, Dunaliela tertiolecta:6,8 % e
Nannochloropsis sp.:1,0 %. Esta técnica € rapida, simples e de baixo custo,
atingindo parcialmente o objetivo do trabalho de desenvolver um método de
analise com essas caracteristicas. Contudo € necesséario, para maior
seguranca nos resultados, realizar as aplicacdes com muito cuidado para evitar

erros de paralaxe.

A analise dos extratos hexanicos por cromatografia a gas apresentou os
resultados de teor de 6leo de0,59 % para Desmodesmus sp., 1,5% para
Dunaliela salina,7,8 % para Dunaliela tertiolecta e1,3% para Nannochloropsis
sp. Esta é a técnica mais utilizada atualmente para quantificacdo de lipideos,
através da analise das amostras de oOleo transesterificadas, contudo neste
trabalho, a etapa da reacdo de transesterificacdo foi eliminada do método,
reduzindo um pouco o custo da andlise. Porém o tempo de analise aumentou,

ja que uma nova etapa de tratamento de dados foi implementada.
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Quando a etapa de extracdo é necessaria no método de analise, uma
parte das substancias de interesse permanece ainda dentro das células
microalgais, ndo sendo possivel garantir a confiabilidade do resultado absoluto.
Técnicas que envolvem a andlise direta dos lipideos dentro das células podem
apresentar maiores resultados na quantidade de lipideos. Contudo, como néao
existem padrdes de células com valores conhecidos de lipideos, ainda é
necessario a etapa de extracdo no desenvolvimento do método para a
obtencdo de valores de associacdo dos lipideos, gerando um método de
analise que nao apresenta resultados plenos. Entdo € possivel fazer uma
analise segura do teor de lipideos nos extratos, entretanto o teor verdadeiro na

biomassa nédo pode ser quantificado incontestavelmente.

O método de extracdo possui uma grande influéncia no resultado da
analise, apesar do método de Bligh & Dyer ser amplamente utilizado para a
extracdo de lipideos, este método extrai uma grande quantidade de outros
componentes que nao sao interessantes para 0 processo de producao de
biodiesel. Se a quantificacdo for apenas realizada pela gravimetria do extrato
obtido, ocorre um erro na quantificagdo que pode produzir valores incertos ou
contestaveis como microalgas com teor de lipideos acima de 70% da biomassa
seca. Contudo a extracdo com solventes apolares e com maiores cadeias
carbbnicas sdo mais favoraveis por se assemelharem com os triglicerideos,
ésteres graxos e acidos graxos livres, possuem maior seletividade, produzindo
extratos mais ricos em lipideos e com menos impurezas de proteinas e

corantes produzidos pelas células.

Em trabalhos futuros podem ser estudados melhores tratamentos para
rompimento da membrana celular da Haematococcus pluvialis por métodos
fisicos e realizar a extragdo e analises em células microalgais estressadas.
Outras técnicas de analise podem ser estudadas, como a Ressonancia
Magnética Nuclear, Raio-x ou tentar trabalhar algumas das técnicas estudadas

neste trabalho variando os pontos morosos.
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ANEXO |

Esquema de Calculos com Fluxograma de Etapas Experimentais

TECNICA: ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO LONGE COM TRANSFORMADA DE FOURIER

CURVA DE CALIBRACAO

MASSA DE LIPIDEO
(1,2,5, 10, 15, 20 e 30 mg)

Heptano
10 mL

AGITACAO

ANALISE POR FTIR

AQUISIGAO DE DADOS

TRATAMENTO DE DADOS NO
ORIGIN

ABATIMENTO DO SINAL DO SOLVENTE

INTEGRACAO DO PICO em 1750 cm”

AREA DO PICO em 1750 cm™

CORRECAO DA AREA DO PICO em 1750 cm-’

CORRELACAO ENTRE A AREA DO PICO em 1750 cm™
E A CONCENTRAGCAO DE LIPIDEOS

| CURVA DE CALIBRAGAO |

| MODELO MATEMATICO |




ANALISE DAS AMOSTRAS

BIOMASSA SECA
Nannochloropsis sp. e H. pluvialis(50
mg)

EXTRACAO por BLIGH & DYER (1959)

EXTRATO
(N=31,3mgeH=9,5mg)

Heptano

g.s.p. 5mL

AGITACAO

ANALISE POR FTIR

AQUISICAO DE DADOS

TRATAMENTO DE DADOS NO ORIGIN

ABATIMENTO DO SINAL DO SOLVENTE

INTEGRAGAO DO PICO em 1750 cm”

AREA DO PICO em 1750 cm™

CORREGAO DA AREA DO PICO em 1750 cm-'

CALCULO DA CONCENTRACAO DE LIPIDEOS PELO MODELO
MATEMATICO

CONCENTRACAO CALCULADA
(N=0,02 mg.mL-'e H=0,7 mg.mL-")

CALCULO DO TEOR DE LIPIDEOS NA BIOMASSA

TEOR DE LIPIDEOS
(N=10,2% e H=7,0%)
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TECNICA: ESPECTROFLUORESCENCIA

CURVA DE CALIBRACAO

BIOMASSA UMIDA NO MEIO DE
CULTIVO 5 mL (Diferentes
concentracgGes celulares)

AGITACAO
|

AQUECIMENTO POR
MICROONDAS

ANALISE POR
ESPECTROFLUORIMETRIA

AQUISICAO DE DADOS

TRATAMENTO DE DADOS NO
ORIGIN

0,75 mL

DMSO

50 pL de solugdo de
Vermelho do Nilo
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BIOMASSA UMIDA NO MEIO DE
CULTIVO 5 mL (Diferentes
concentragdes celulares)

CENTRIFUGACAO

DESCARTE DO MEIO DE
CULTURA

HEXANO
3mL

AGITAGAO POR 30 MINUTOS
(X3)

CENTRIFUGAGCAO

\ EXTRATO

PURIFICAGAO POR CROMATOGRAFIA

ABATIMENTO DO SINAL DA CLOROFILA

SUAVIZAGAO DOS PONTOS (SMOOTHING)

NORMALIZACAO

INTEGRAGAO DO SINAL DA
RADIAGAO DE FLUORESCENCIA

AREA DO SINAL DA RADIAGAO
DE FLUORESCENCIA

| MASSA DE LIPIDEOS |

CALCULO DA CONCENTRAGAO
DE LIPIDEOS EM MEIO DE
CULTURA

CONCENTRAGAO DE LIPIDEOS
EM MEIO DE CULTURA

CORRELACAO ENTRE AREA DO SINAL DA
RADIACAO DE FLUORESCENCIA E
CONTRACAO DE LIPIDEOS

CURVA DE CALIBRAGAO

MODELO MATEMATICO




ANALISE DAS AMOSTRAS

BIOMASSA UMIDA NO MEIO DE CULTIVO 5
mL (MASSA SECA EQUIVALENTE m, = 19,7
mg e m, = 20,5 mg)

0,75
mL de
DMSO
50 pL de solugdo
de Vermelho do
Nilo

AGITACAO

AQUECIMENTO POR MICROONDAS

ANALISE POR ESPECTROFLUORIMETRIA

AQUISICAO DE DADOS

TRATAMENTO DE DADOS NO ORIGIN

ABATIMENTO DO SINAL DA CLOROFILA

SUAVIZAGAO DOS PONTOS (SMOOTHING)

NORMALIZACAO

INTEGRACAO DO SINAL DA RADIACAO DE
FLUORESCENCIA

AREA DO SINAL DA RADIACAO DE
FLUORESCENCIA

CALCULO DA CONCENTRAGAO DE LIPIDEOS PELO MODELO
MATEMATICO

CONCENTRACAO CALCULADA
(m;=0,15 mg.mL" e m,=0,17 mg.mL")

CALCULO DO TEOR DE LIPIDEOS NA BIOMASSA

TEOR DE LIPIDEOS
(mq=4,4% e m,=4,8%)
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TECNICA: CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

CURVA DE CALIBRACAO

LIPIDEO

Hexano g.s.p. 200 uL

AGITACAO

|

APLICACAO NA CROMATOPLACA

|

ELUICA

SECAGEM

REVELACAO COM IODO

|

ESCANEAMENTO DA CROMATOPLACA

|

AQUISICAO DE DADOS DE RESOLUCAO

|

RESOLUCAO DAS
MANCHAS

|

CORRELAGAO ENTRE A RESOLUGCAO DAS
MANCHAS E O TEOR DE LIPIDEOS

| CURVA DE CALIBRAGAO |

|

| MODELO MATEMATICO |




ANALISE DAS AMOSTRAS

BIOMASSA UMIDA

(MASSA SECA* - D=97,6 mg; Ds = 125,8 mg; Dt
=99,9 mge N=100,2 mg)

Hexano
AGITACAO POR 30 MIN (X3)
SECAGEM
EXTRATO
D=10,9mg; Ds=13,7mg; Dt=44,3 mgeN =
20,5 mg)
Hexano
g.s.p. 200 uL
AGITACAO

APLICACAO NA CROMATOPLACA

ELUICAO

SECAGEM

REVELACAO COM I0DO

ESCANEAMENTO DA CROMATOPLACA

AQUISICAO DE DADOS DE RESOLUCAO

RESOLUCAO DAS
MANCHAS

CALCULO DO TEOR DE LIPIDEOS PELO MODELO
MATEMATICO

TEOR DE LIPIDEOS NO EXTRATO CALCULADO
(D=4,4%;Ds=9,2%; Dt=15,3%e N=5,0%)

CALCULO DO TEOR DE LIPIDEOS NA BIOMASSA

TEOR DE LIPIDEOS NA BIOMASSA CALCULADO
(D=0,5%;Ds=1,0%; Dt=6,8% e N=1,0%)

*MASSA SECA = Biomassa seca apos extragdo + massa seca do extrato
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TECNICA: CROMATOGRAFIA A GAS

ANALISE DAS AMOSTRAS

BIOMASSA UMIDA
(MASSA SECA* - D = 97,6 mg; Ds = 125,8 mg; Dt = 99,9
mge N =100,2 mg)

Hexano
AGITACAO POR 30 MIN (X3)
SECAGEM
EXTRATO
D=10,9 mg; Ds = 13,7 mg; Dt = 44,3 mge N = 20,5 mg)
Hexano
2mL

AGITACAO

ANALISE POR CROMATOGRAFIA A GAS

CROMATOGRAMA

INTEGRACAO

AQUISIGAO DE DADOS

TRATAMENTO DE DADOS NO
ORIGIN

INTEGRACAO

| AREA DOS SINAIS

CORREGAO DAS AREAS DOS
SINAIS

AREAS CORRIGIDAS

CALCULOS DO TEOR DE
LIPIDEOS NO EXTRATO

TEOR DE LIPIDEOS NO EXTRATO CALCULADO
(D=5,4%;Ds=10,9%; Dt=17,7% e N=6,2 %)
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CALCULO DO TEOR DE LIPIDEOS NA BIOMASSA

TEOR DE LIPIDEOS NA BIOMASSA CALCULADO
(D=0,6%;Ds=1,5%;Dt=7,8%¢e N=1,3%)

*MASSA SECA = Biomassa seca ap0s extragdo + massa seca do extrato

D = Desmodesmus sp. Ds = Dunaliella salina
N = Nannochloropsis sp. Dt = Dunaliela tertiolecta
H = Haematococcus pluvialis
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ANEXO Il
Tabela de Meios de cultivo
Meio de Cultivo  Rudic  Basal de Bold Conwy Conwy Solu¢do de metais Solucdo de metais Solucido de metais Solucdo de

Nutrientes g.L™ (BBM) Modificado trago 1 trago 2 Vitamina
K,HPO, 0,08 0,175 - - . - _ -

KH,PO, 0,02 0,075 - - - _ _ )

MgS0, 0,01 - - - - - - i,
CaCl, 0,0585 - - - - _ i} .

EDTA 0,0075 0,01 0,045 0,045 - - - -
NaCl 0,02 0,025 - - - - - -
CaCl2.2H,0 - 0,025 - - - i . )
MgS0,4.7H,0 - 0,0075 - - - - - ;
KOH - 0,0062 - - - - - -
FeS0,4.7H20 - 0,00498 - - - _ _ _
FeCl;.6H,0 - - 0,0013 0,0013 - - - ;
Na,HPO, - - 0,02 0,02 - - - ;
MnCl,.4H,0 - - 0,0036 0,0036 - 1,81 - -
H,BO; - 0,00805 0,0336 0,0336 0,3 2,86 - -

MnS0,4.H,0 - - - - 1,5 - . -
ZnS0,4.7H,0 - - - - 0,1 0,222 - -

(NH4)6MO7024.4H20 - - - - 0;3 - 0,9 -




Tabela de Meios de cultivo (Continuagao)
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Meio de Cultivo

Nutrientes g.L™

Rudic

Basal de Bold
(BBM)

Conwy Conwy
Modificado

Solucgdo de metais

Solucdo de metais
trago 1

Solugdo de metais
trago 2

Solugdo de
Vitamina

CuS0,.5H,0
Co(NOs),.6H,0

NaNO;

CoCl,.6H,0

CoCl,.5H,0

FeCl3.5H,0
NaMo0,.5H,0

ZnCl,

H,SO,

Solucdo de metais
Solugdo de metais trago 1
Solugdo de metais traco 2

Solugdo de vitamina
Tiamina
Cianocobalamina
Biotina

imLL?  1mLL?
imLL?  1mLL?

0,06
0,25
0,3
0,2126

17

0,079
0,0494

0,1
0,002
0,001
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