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APRESENTAÇÃO

A publicação de e-books no Brasil é uma importante ferramenta para a divulgação 
científica e a valorização das pesquisas e pode ajudar a desenvolver uma relação mais 
próxima entre a Academia e a Indústria. O presente livro mostra aspectos da pesquisa 
e transferência de tecnologia na engenharia química e suas áreas correlatas. Diversas 
patentes, materiais e equipamentos vêm sendo desenvolvidos buscando a melhora na 
qualidade de vida humana, na qualidade dos produtos consumidos e melhora ambiental e 
queremos mostrar estes trabalhos. O livro “Desenvolvimento e Transferência de Tecnologia 
na Engenharia Química” apresenta artigos na área de processos químicos, tecnologia 
química e ensino de química. 

O e-book contem 8 capítulos, que abordam temas como biotecnologia; hidrólise 
enzimática; extração de lipídeos a partir de microalgas; síntese de materiais adsorventes a 
partir de resíduos; preparação de materiais para a remoção de contaminantes; formulações 
de combustíveis; formulação alimentar com adição de resíduo agroindustrial e produção de 
anti-incrustantes a partir de surfactantes naturais.

Os objetivos principais do presente livro são apresentar aos leitores diferentes 
aspectos do conhecimento científico na área de Engenharia Química, abordando conceitos 
de desenvolvimento e transferência de Tecnologia. Os artigos da coleção podem ser 
utilizados para o desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas 
abordados e até mesmo para a atualização do estado da arte nas áreas de tecnologia 
química, engenharia química e engenharia de bioprocessos.

Após esta apresentação, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre 
que necessário, a obra “Desenvolvimento e Transferência de Tecnologia na Engenharia 
Química”. Desejo uma excelente leitura!

Érica de Melo Azevedo
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RESUMO: Biocombustíveis derivados de óleos 
extraídos de microalgas são considerados 
promissores na substituição de fontes de energia 
à base de petróleo. No entanto, a extração 
de lipídios dessa fonte é um desafio devido 
ao seu baixo rendimento e a necessidade de 
procedimentos de alto custo no rompimento 
da parede celular. Neste estudo, será descrito 
alguns métodos físicos e químicos usados para 
ruptura celular e extração dos lipídeos de algas. 
Além disso, apresentaremos um estudo da 
multivariada das condições de extração, visando 
maximizar a extração lipídica da microalga 
Scenedesmus sp, cultivada em águas residuais. 

O método de extração, o tempo de extração, a 
mistura de solventes e o pré-tratamento foram 
considerados entre os níveis superior e inferior 
para avaliar sua significância, incluindo suas 
interações na resposta experimental, utilizando 
um número reduzido de experimentos. Os 
estudos foram realizados utilizando métodos 
de extração de baixo custo, como agitação 
magnética e ultrassom. A condição ótima de 
extração foi obtida utilizando uma mistura de 
solventes, clorofórmio:metanol (2:1), em um 
período de extração de 2 horas no ultrassom. 
PALAVRAS-CHAVE: Algas, extração de lipídeos, 
técnicas físicas e químicas.

STUDY OF ALGAE LIPID EXTRACTION 
TECHNIQUES

ABSTRACT: Biofuels derived from oils extracted 
from microalgae are considered promising in the 
replacement of petroleum-based energy sources. 
However, extracting lipids from this source is a 
challenge due to its low yield and the need for 
high-cost procedures to break the cell wall. In this 
study, some physical and chemical methods used 
for cell disruption and lipid extraction from algae 
were described. Also, we present a study of the 
multivariate of the extraction conditions, aiming to 
maximize the lipid extraction of the Scenedesmus 
sp microalgae grown in wastewater. The 
extraction method, extraction time, solvent 
mixture, and pretreatment were considered 
between the upper and lower levels to assess 
their significance, including their interactions 
in the experimental response, using a reduced 
number of experiments. The studies were carried 
out using low-cost extraction methods, such 

http://lattes.cnpq.br/0624348825872858
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as magnetic stirring and ultrasound. The optimal extraction condition was obtained using a 
solvent mixture, chloroform: methanol (2: 1), in an extraction period of 2 hours on ultrasound. 
KEYWORDS: Algae, lipid extraction, physical and chemical techniques.

1 |  INTRODUÇÃO
Grande parte da energia utilizada pelas nações é derivada de combustíveis fósseis. 

Entretanto, alguns problemas enfrentados pelo uso desses combustíveis são a questão 
ambiental e o esgotamento de tais fontes. A incerteza em sua disponibilidade é considerada 
um importante gatilho para os pesquisadores procurarem por fontes alternativas de 
energia, que podem complementar ou substituir combustíveis fósseis (HARUN et al., 2010; 
MATA et al., 2010). Considerando tais condições, a busca por energias renováveis e por 
combustíveis sustentáveis têm se intensificado (CHEN et al., 2018; OUANJI et al., 2016; 
MOAZAMI et al., 2012). Nesse contexto, a síntese de biodiesel em larga escala tem se 
tornado mais atraente nos últimos anos devido à sua renovabilidade, menor toxicidade 
quando comparado ao diesel de petróleo e apelo ambiental uma vez que é livre de enxofre, 
aromáticos e produz menos fuligem, óxido de carbono e dióxido de carbono (MISHRA e 
GOSWAMI, 2018). Atualmente, o biodiesel é produzido a partir de diferentes safras, como 
soja, colza, girassol, palma, coco, jatropha, karanja, usou óleo frito e gorduras animais 
(SPOLARE et al., 2006; KHAN et al., 2009). Haverá certas limitações no uso desses óleos 
como combustíveis alternativos por causa de sua demanda de alimentos, expectativa de 
vida, menor rendimento /ha, maior uso da terra e preço mais alto, entre outros (MATA 
et al., 2010). É necessário pesquisar matérias-primas alternativas não alimentares para 
produção de biodiesel. Seleção de matéria-prima de biodiesel é baseada em maiores 
rendimentos, curta duração, menor custo de produção e menos terras uso. Entre as várias 
matérias-primas do biodiesel, o óleo de microalgas tem potencial para substituir o óleo 
diesel convencional.

No entanto, em relação aos substratos tradicionalmente usados para biocombustíveis, 
a produção comercial de FAME a partir de óleos vegetais e gordura animal podem gerar 
problemas de sustentabilidade, pois afetam a produção de alimentos (BALAT, 2011), e 
a produção de óleos não comestíveis está associada à disponibilidade de terras aráveis 
para seu cultivo (ULLAH et al., 2014). Assim, a exploração de combustíveis alternativos 
tem se voltado para os chamados biocombustíveis de terceira geração (BHARGAVI et al., 
2018), ou seja, produzir óleos de baixo custo e biomassa renovável com alto potencial de 
produção de energia. 

Do ponto de vista ambiental, as microalgas apresentam várias vantagens sobre as 
oleaginosas que são amplamente utilizada para extração do óleo (RANDRIANARISON e 
ASHRAF, 2017), pois não precisam de campos cultiváveis, podem ser cultivadas em águas 
residuais, apresentando taxas de crescimento mais elevada do que as plantas terrestres e 
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têm uma densidade de energia maior do que as matérias-primas vegetais (BAICHA et al., 
2016). 

Contudo, a extração de lipídios da biomassa de microalgas consiste em romper as 
paredes celulares das algas (GHASEMI NAGHDI et al., 2016) usando abordagens mecânicas 
e/ou químicas (HALIM et al., 2012). Como a quantidade de lipideos nas microalgas é 
relativemente pequena (15 a 30%), é crucial que o procedimento de extração selecionado 
seja eficiente para extrair o máxmo de lipídeos possível (RAMLUCKAN et al., 2014). A 
extração de lipídeos de microalgas passa por problemas causados pela presença de água, 
além da ruptura das paredes celulares que formam uma barreira para a penetração do 
solvente. (YAP et al, 2014). Lipídios são constituídos por um grupo diverso de substâncias 
biológicas, algumas das quais polares, enquanto outras não polares (SCOTT et al., 2010). 
A extração de lipídios da biomassa de microalgas são, portanto, uma tarefa desafiadora que 
é fundamental na determinação da economia geral do biodiesel produção (BARCLAY et al., 
1994). Embora a extração de lipídios em escala de laboratório seja bastante rotineira, as 
variáveis que afetam a extração de lipídios de microalgas são não é bem compreendido e 
aumenta a escala para produção comercial um desafio maior (WIJFFLES et al., 2010). Um 
processo de extração de lipídios ideal para biodiesel de microalga a produção precisa ser 
específica para lipídios (a fim de minimizar a co-extração de contaminantes não lipídicos) 
e seletiva para as frações lipídicas necessárias. Uma vez liberado das célula de algas, os 
lipídios são capazes de passar para a fase de solvente a partir da qual eles podem ser 
coletados após a evaporação do solvente. Ruptura celular é então considerado um método 
para quebrar a parede celular das algas. Uma vez que as microalgas são caracterizadas 
por uma parede celular, que é uma espessa e camada rígida composta de carboidratos 
complexos e glicoproteínas com alta resistência mecânica e resistência química, esta etapa 
operacional pode exigir grandes quantidades de energia. As principais técnicas de rupturas 
das células podem ser conceitualmente categorizadas em métodos físicos e químicos. 
Apesar de alguns métodos físicos e químicos isoladamente serem capazes de romper a 
membrana celular de certas algas, muitas vezes é necessário o uso da combinação de dois 
ou mais métodos para esse fim.

Sendo assim nesse capítulo iremos tratar de algumas técnicas químicas, físicas e a 
conjugação das duas para extração de lipídeos de algas. Além disso, apresentaremos um 
estudo multivariado das condições de extração, visando maximizar a extração lipídica da 
microalga Scenedesmus sp, cultivada em águas residuais.

2 |  TÉCNICAS DE RUPTURA CELULAR DAS ALGAS
Na prática, os métodos utilizados para ruptura celular de microalgas são divididos 

em: Ruptura Celular por processos Físicos, Ruptura Celular por Métodos Químicos.
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2.1 Ruptura Celular de microalgas por processos Físicos
Dependendo do tipo de biomassa, é recomendado um pré-tratamento antes da 

extração lipídica. O pré-tratamento ajuda a promover a ruptura celular das microalgas 
induzindo a extração de lipídios, ou seja, liberando-os das estruturas celulares com maior 
facilidade (MUBARAK et al., 2015). Os métodos de ruptura podem ser classificados de 
acordo com a forma de desintegração celular em físicos ou químicos, sendo que os físicos 
são utilizados por manterem a integridade química das substâncias contidas inicialmente 
nas células (GREENWELL et al., 2010). 

Os métodos físicos mais estudados são a autoclavagem, homogeneização em 
alta pressão, ultrassonicação, moagem, liofilização, micro-ondas, prensagem e método 
bead beating. Enquanto os químicos incluem geralmente a lise celular com uso de ácidos, 
bases, enzimas ou choques osmóticos (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012). (HALIM et 
al., 2012b).

2.1.1 Autoclavagem

A autoclavagem é um processo também conhecido como termólise e consiste no 
aquecimento da biomassa em banho maria com controle de temperatura e injeção de vapor. 
O calor será difundido do ambiente para o interior das células, passando pela membrana 
celular (LEE; LEWIS; ASHMAN, 2012). 

2.1.2 Homogeneização sob alta pressão

A homogeneização sob alta pressão consiste é um processo em que suspensões 
da biomassa é passada através de um pequeno orifício, à alta pressões, ligado a uma 
câmara com pressão atmosférica. Com a descompressão as células se rompem, e uma 
grande quantidade de calor é gerada, sendo assim o processo é realizado sob refrigeração. 
(TREVAN et al., 1990). A ruptura das células feita por esse método, gera um rompimento 
não específico, visto que apenas uma parte da parede celular é rompida. 

2.1.3 Ultrassonicação

A ruptura celular por ultrassonicação se dará quando ondas ultrassônicas com 
elevada frequência e intensidade é aplicada na biomassa. Essas ondas causam a cavitação 
que resulta na liberação de ondas de choques altamente energéticas que causam tensões 
mecânicas e danos na superfície das células. Durante esse processo ocorre a formação 
de bolhas que são menores que a células das microalgas, e a colisão entre as bolhas e as 
células cria pequenas regiões de pressões muito altas que acabem por romper a parede 
celular desses micro-organismos (GREENLY & TESTER, 2015)

A maior parte da energia ultrassônica absorvida pela biomassa se transforma em 
calor, assim um controle de temperatura é necessário (MIDDELBERG, 1995). Além da 
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temperatura outros fatores podem influenciar no processo de ultrassonicação como: tempo 
do processo - maiores tempos, mais rompimento ocorrerá. Entretanto deve-se observar 
que uma maior quantidade de células rompidas pode inibir a propagação das ondas 
sonoras, diminuindo a eficiência de processo; Esferas de Vidro - a adição de esferas de 
vidro aumenta a moagem, e por consequência a eficiência do processo. Viscosidade da 
biomassa celular – baixas viscosidades permitem um colapso mais violento das bolhas e 
uma maior eficiência da ruptura das células. Porém, a viscosidade aumenta à medida que 
os produtos intracelulares são liberados no meio. 

2.1.4 Moagem

O moinho de bolas é um método simples e efetivo para o rompimento da parede 
celular de diferentes tipos de micro-organismos. O moinho possui uma câmara de moagem 
encamisada com uma haste longitudinal rotatória no centro. Os agitadores de diferentes 
formatos estão presos na haste, e eles são responsáveis pela transmissão de energia 
cinética à pequenas esferas que existem na câmara, forçando-as a colidirem umas com as 
outras (MIDDELBERG, 1995). A seleção do diâmetro das esferas e da carga de partículas 
é de grande importância para uma maior eficiência no processo de ruptura celular, 
dependendo da localização do bioproduto na célula. 

2.1.5 Liofilização

O processo de liofilização constitui no congelamento da biomassa que depois será 
enviada para uma câmara de vácuo e aumento gradativo da temperatura. Com o aumento 
da temperatura a pressão circunvizinha é reduzida, o que permite que a água congelada 
passe diretamente da fase sólida para a fase gasoso. No processo de congelamento as 
paredes das células ficam mais porosas devido a formação de cristais de gelo dentro das 
células e aumentam a extração de produtos intracelulares. (CAÑAVATE; FERNÁNDEZ-
DÍAZ, 2001).

2.1.6 Micro ondas

As micro-ondas, são ondas eletromagnéticas, com comprimento de onda maiores 
que os raios infravermelhos e menores que as ondas de rádio, compreendendo frequências 
entre 300 e 300.000 MHz. (MAHESAR et al., 2008). A energia das micro-ondas atua como 
radiação não ionizante que provoca a rotação dos dipolos e o movimento das moléculas por 
migração dos íons. Esta rotação com fricção das moléculas gera calor que causa a ruptura 
celular. O calor, em combinação com o efeito de eletroporação, resulta numa maior abertura 
da membrana, otimizando a extração de metabólitos intracelulares (CAMEL, 2000).
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2.1.7 Prensagem

A prensa expeller é considerada a forma mais antiga de extração de óleo de algas. 
Este processo usa uma prensa mecânica para quebrar as células e comprimir o óleo da 
biomassa seca ou úmida e pode extrair cerca de 75% de óleo. O princípio envolvido nesta 
técnica é que ao aplicar alta pressão o teor de óleo da biomassa é eliminado pela quebra 
das células. A aplicação da pressão não deve ser muito alta, caso contrário, a qualidade 
dos lipídios, bem como a quantidade, diminuem (HARA e RADIN, 1978). Mas, este método 
é bastante lento e requer uma grande quantidade de biomassa (NETO et al., 2013).

2.1.8 Método bead beating

O bead beating é um método em que as células das algas são quebradas pela alta 
velocidade de agitação (KUMAR et al., 2015). Este método consiste no uso de esferas de 
vidro muito pequenas (ou algum outro material) que são adicionados a biomassa algal e 
esta sofre agitação. O choque físico, provocado pela agitação, entre as contas (vibrando 
ou sacudindo) com as células resulta em uma ruptura da parede celular, expondo todo o 
material ao meio. A grande vantagem deste método é que pode ser operado em processos 
contínuos e em grande escala.

2.2 Ruptura Celular por Métodos Químicos
A parede celular de um micro-organismo pode ser permeabilizada por vários 

compostos químicos, que irão diferir na seletividade e eficiência dependendo da espécie 
microbiana. A ruptura química pode ser realizada por hidróxidos, ácidos, agentes oxidantes, 
antibióticos, agentes quelantes, detergentes, solventes, enzimas ou por e hipocloritos 
(GECIOVA, BURY; JELEN, 2002, Steriti et al. 2014, bioresoure technology).

Os álcalis mais utilizados para ruptura celular são a amônia e o hidróxido de sódio, 
pois inativam micro-organismos geneticamente modificados ou patógenos durante o 
rompimento. Entretanto, geram muitos poluentes, que são a principal desvantagem desse 
método.

Agentes oxidantes, como a H2O2 e ragente de Fenton (FeSO4), foram eficientes 
para a ruptura de biomassa algal. De acordo com Wu et al. (2010), a reação entre 
H2O2 e íons Fe2+ pode produzir radicais hidroxila (OH-) que por sua vez podem atacar e 
degradar os compostos orgânicos que constituem a parede celular (ST RITI et al., 2014). 
Provavelmente, essa reação ocorre preferencialmente em certas zonas da parede celular 
que contém compostos orgânicos que são facilmente oxidados por radicais OH-. De fato, a 
ruptura ocorre em certas áreas da parede celular e leva à liberação do material intracelular, 
incluindo lipídios. Uma vez que os lipídeos são transferidos para a solução, eles são 
atacados por radicais hidroxila, gerando degradação de produtos como os peróxidos 
lipídicos. (González et al., 2012). Até onde essa reação indesejada prossegue dependerá 
das concentrações residuais de H2O2 e Fe2+, bem como do tempo decorrido antes que 
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um solvente, como o etanol, seja adicionado na solução a fim de interrompê-la. Por esta 
razão, tanto a concentração de H2O2 quanto o tempo de contato devem ser ajustados 
adequadamente. 

Os compostos detergentes dissociam proteínas e lipoproteínas das paredes 
celulares, provocando a formação de poros e liberando a molécula-alvo. A eficiência do 
rompimento depende do pH e da temperatura e pode ser aumentado por um pré-tratamento 
à base de solventes orgânicos que iniciam e estimulam a autólise (WAGNER, SCENI; 
RAMBALA, 2008). 

Os solventes orgânicos servem para romper muitos tipos de células e podem ser 
qualificados como um meio tradicional de ataque. Não são empregados para ruptura em 
escala industrial por diversas razões, entre elas o alto custo e a toxicidade (TREVAN et al., 
1990). As rupturas químicas mais utilizadas são as que empregam o dimetilsulfóxido (DMSO) 
ou o tolueno, sendo que ambos alteram a composição das membranas, aumentando a sua 
permeabilidade (WAGNER, SCENI; RAMBALA, 2008).

Os solventes orgânicos conseguem romper muitos tipos de células e podem ser 
qualificados como um meio tradicional de ataque. Em escala industrial não são empregados, 
devido ao alto custo e toxicidade. (TREVAN et al., 1990). Entretanto, alguns solventes 
orgânicos são permitidos para uso nas indústrias, principalmente na de alimentos, 
sendo que o uso e suas concentrações dependem do tipo de alimento onde eles serão 
empregados (FOOD AND DRUG REGULATION, 2005). Os solventes mais utilizados nas 
rupturas celulares são o dimetilsulfóxido (DMSO) ou o tolueno, sendo que ambos alteram 
a composição das membranas, aumentando a sua permeabilidade (WAGNER, SCENI; 
RAMBALA, 2008).

Os ácidos clorídrico, acético e láctico, foram utilizados na ruptura celular alguns 
microorganismos (NI et al., (008).

Enzimas líticas são enzimas envolvidas na quebra da parede celular de leveduras 
e fungos, podendo ser utilizadas para a obtenção de diferentes produtos intracelulares 
(FLEURI; SATO, 2010). O mecanismo de rompimento como o uso de enzimas é baseado no 
fato de que a pressão osmótica interna rompe a membrana, ou parte dela, permitindo que 
o conteúdo intracelular seja liberado para o meio externo. As vantagens desse mecanismo 
são: fácil controle do pH e da temperatura do meio, baixo investimento de capital, alta 
especificidade para degradação da parede celular e uso em associação com métodos 
mecânicos. As enzimas agem sinergicamente na lise da parede celular, mas somente duas 
são essenciais para o rompimento da célula: a protease lítica específica, que degrada a 
camada externa de mananaproteína; e a β-1,3-glucanase lítica, que degrada a camada 
interna de glucana, implicando no rompimento celular por diferença de pressão osmótica 
(FLEURI; SATO, 2005). A eficácia de enzimas na lise dos componentes da parede celular 
pode variar dependendo do estágio de crescimento celular, do gênero e da espécie do 
microorganismo.
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3 |  TÉCNICAS DE EXTRAÇÃO LIPÍDICA DE ALGAS

3.1 Extração por solvente
A máxima “semelhante dissolve semelhante” descreve suscintamente o princípio 

básico que está por trás da extração lipídica de microalgas usando solventes (HALIM et 
al., 2012), uma vez que prevê interações intermoleculares com polaridades semelhantes. 
Um solvente ideal requer altos níveis de especificidade para os lipídios, além de ser volátil 
o suficiente para garantir uma separação de baixa energia. A extração pode usar solventes 
não polares, como hexano, benzeno, tolueno, éter dietílico, clorofórmio e solventes polares 
como metanol, acetona, acetato de etila e etanol. Os solventes não polares interrompem 
as interações hidrofóbicas entre os lipídios não polares e neutros, disponíveis na biomassa 
das algas (MUBARAK et al., 2015).

Um mecanismo de extração utilizando solventes orgânicos foi proposto por Halim et 
al. (2012) e é mostrado na Figura 1. Quando uma célula microalgal é exposta a um solvente 
orgânico apolar, como hexano ou clorofórmio, o solvente orgânico penetra através da 
membrana celular (etapa 1) e interage com os lipídios através de forças de van der Waals 
(etapa 2) para formar um complexo solvente orgânico-lipídio (etapa 3). Este complexo, 
impulsionado por um gradiente de concentração, se difunde através da membrana celular 
(etapa 4) e os lipídios são extraídos das células e permanecem dissolvidos no solvente 
orgânico (etapa 5). No entanto, alguns lipídios anfipáticos, encontrados no citoplasma, 
estão fortemente ligados a proteínas na membrana celular por ligações de hidrogênio. 
Interações de van der Waals formadas entre o solvente orgânico apolar e os lipídios 
anfipáticos no complexo são inadequados para interromper as associações lipídio-proteína. 
Assim, solventes orgânicos polares (metanol, por exemplo) são capazes de interromper 
essas associações formando ligações de hidrogênio com os lipídios no complexo (KATES 
1972; MEDINA et al., 1998). A metade inferior da Figura 3 mostra as cinco etapas pelas 
quais a mistura de solventes orgânicos (apolar/polar) passa, buscando facilitar a extração 
dos complexos lipídios que estão associados a proteínas.
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Figura 1 – Diagrama esquemático do mecanismo de extração lipídica por solvente orgânico, 
composto por cinco etapas. Onde: ᴑ solvente orgânico não polar, ◊ solvente orgânico polar

Na extração por solventes podemos citar o método de Folch et al. (1957) e o método 
de Bligh e Dyer (1959), que são métodos de extração a frio onde a qualidade da fração 
lipídica não é afetada. A combinação dos solventes utilizados na extração, para ambos os 
métodos, pode mudar com base na polaridade dos lipídios presentes nas espécies das 
algas.

O método de Folch et al. (1957) é a técnica de extração mais popular, em que 
vários solventes orgânicos ou mistura de diferentes solventes são utilizados para extrair 
seletivamente lipídios das microalgas. A combinação mais comum é clorofórmio e metanol 
na proporção de 2:1 por volume, seguida pela adição de uma solução de cloreto de 
potássio, visando uma melhor separação das fases. Após a adição da amostra na mistura 
de solventes, toda a mistura é agitada suavemente (cerca de 20-25 min) seguida por 
centrifugação (2000 rpm) ou filtração para recuperar a fase líquida. O manuseio rápido e 
fácil de grandes quantidades de amostras é a principal vantagem desse método.

O método de Bligh e Dyer (1959) é uma versão simplificada do método de Folch, 
propondo uma rápida extração e purificação de lipídios totais. Utiliza clorofórmio, metanol 
e água na proporção de 2:1:0,8 por volume, onde ocorre a formação de um sistema 
bifásico, a partir das proporções de solventes adicionados durante o processo de extração. 
Esta separação de fases está baseada na teoria do equilíbrio líquido-líquido desses três 
componentes (clorofórmio/metanol/água). Neste método, as proteínas da amostra são 
precipitadas entre as duas fases lipídicas, tanto a extração quanto a partição lipídica 
são realizadas simultaneamente. Vários trabalhos foram relatados na literatura usando o 
método de Bligh e Dyer para extração de lipídios (GRIFFITHS et al., 2010; CHENG et al., 
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2011; WIDJAJA et al., 2009) e formas modificadas também foram usadas (LEE et al., 2010; 
CHEN et al., 2012). O uso de solventes tóxicos como hexano e clorofórmio causa riscos 
adversos a saúde e ao meio ambiente e é a principal desvantagem do método de extração 
por solvente do óleo de algas (ARESTA et al., 2005). 

Outro método químico inclui a extração por Soxhlet, no qual um solvente orgânico 
é usado para remover o óleo da alga através de repetidas lavagens. O aparelho Soxhlet 
consiste em três compartimentos principais: um balão de fundo redondo, continuamente 
aquecido, um extrator do tipo Soxhlet para conter a biomassa microalgal e um condensador 
para resfriamento contínuo. Considerando que, durante os ciclos de evaporação e 
condensação do solvente, o aparelho de Soxhlet realiza o processo continuamente e 
restabelece a biomassa com solventes orgânicos frescos, podemos pensar nesse método 
como uma forma de minimizar o consumo de produtos químicos (HALIM et al., 2012). 
Embora essa técnica de extração reduza a quantidade de solventes tóxicos, o tempo de 
execução mais longo é a principal desvantagem. Além disso, procedimentos com refluxo de 
solvente por muitas horas devem ser evitados, já que favorecem as reações de peroxidação 
e de hidrólise, as quais podem comprometer a quantificação de certos componentes 
lipídicos (KATES, 1972).

3.2 Uso de Fluídos Supercríticos
Os fluidos supercríticos são considerados adequados como um método de extração 

por solvente. Neste método o dióxido de carbono líquido, solvente de baixa toxicidade, é 
aquecido e usado como solvente para a extração do óleo. O CO2 supercrítico (SC-CO2) é 
comumente usado para a maioria das extrações de fluido supercrítico devido à sua pressão 
crítica moderada (7,4 MPa) e a baixa temperatura crítica (31,1 ºC) (WANG e WELLER, 
2006). As variáveis operacionais que influenciam o desempenho da extração de lipídios são 
pressão, temperatura e taxa de fluxo de fluido. As condições ideais dessas variáveis são 
importantes para reduzir a necessidade de energia e maximizar o rendimento lipídico na 
extração. Halim et al. (2011) avaliaram o desempenho da extração lipídica da Chlorococcum 
sp. utilizando SC-CO2 e hexano, baseado nos rendimentos e na composição de ácidos 
graxos. O rendimento lipídico diminuiu com o aumento da temperatura e da pressão usando 
SC-CO2. Eles também relataram que a extração por Soxhlet, usando hexano, levou 5 a 6 
vezes o tempo necessário para extração com SC-CO2 para alcançar um rendimento lipídico 
comparável de 0,058 g de lipídio/g de microalga seca. Além disso, o uso de co-solventes, 
como o etanol, com SC-CO2 pode aumentar o rendimento de extração lipídica. A técnica de 
extração de fluido supercrítico usa solventes menos tóxicos para extração lipídica, contudo 
o investimento de capital inicial em equipamento é muito alto.
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4 |  EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO NA EXTRAÇÃO LIPÍDICA
Dependendo do tipo de biomassa, é recomendado um pré-tratamento antes da 

extração lipídica. O pré-tratamento ajuda a promover a ruptura celular das microalgas 
induzindo a extração de lipídios, ou seja, liberando-os das estruturas celulares com maior 
facilidade (MUBARAK et al., 2015). Os métodos de pré-tratamento podem ser mecânicos 
ou não mecânicos. 

Os métodos mecânicos incluem homogeneização em alta pressão, ultrassonicação, 
moagem, autoclave, liofilização e micro-ondas. Os métodos não mecânicos envolvem o 
tratamento das células com ácidos, álcalis, enzimas e choques osmóticos (HALIM et al., 
2012).

McMillan et al. (2013) analisaram diferentes métodos de pré-tratamento, como 
micro-ondas, banho-maria, blender, ultrassom e laser para romper a parede celular da 
microalga Nannochloropsis oculata. O requisito da temperatura relativamente baixa tornou 
o método de ruptura celular por ultrassonicação a melhor escolha, quando comparado 
aos métodos de micro-ondas e autoclave. As condições necessárias para a sonicação 
foram importantes para reduzir a entrada de energia e melhorar a qualidade dos lipídios da 
biomassa das algas.

Assim, encontrar o método mais eficiente e as condições ideias para a extração 
lipídica são importantes para redução dos custos na produção de biodiesel a partir de 
óleo de microalgas. De acordo com Mubarak et al. (2015), a adoção de um único método 
de extração pode não ser suficiente para obter o rendimento máximo das algas. Portanto, 
métodos de pré-tratamento, como métodos assistidos por micro-ondas ou ultrassom, 
combinados com extração por solvente, podem render o máximo da quantidade de lipídios 
das algas.

5 |  ESTUDO MULTIVARIADO DAS CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO LIPÍDICA 
Os protocolos de extração lipídica foram realizados de acordo com a literatura, com 

algumas modificações (BLIGH e DYER, 1959). Em um procedimento típico, 2 g de biomassa 
de microalga seca foi suspensa em 30 mL de uma mistura de solventes (clorofórimo:metanol 
ou clorofórmio:etanol) e mantida em ultrassonicação ou agitação magnética sob condições 
específicas, as quais estão descritas na Tabela 1. Em seguida, o resíduo de biomassa foi 
separado da fase orgânica por filtração e o solvente foi evaporado sob pressão reduzida 
para obtenção do óleo. Todas as extrações foram realizadas em triplicata. (Dall’oglio et 
al. 2019). Um planejamento fatorial completo com quatro variáveis independentes (24) foi 
usado para avaliar a significância dos efeitos e as interações das variáveis na extração 
dos lipídios. A biomassa algal obtida no processo de secagem foi submetida a diferentes 
técnicas de rompimento. As variáveis avaliadas para o planejamento experimental I foram: 
mistura de solventes, método de extração, tempo de extração e pré-tratamento, conforme a 
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Tabela 1. Os métodos de extração utilizados foram ultrassom a 60 ºC e agitação magnética. 
Os 16 ensaios foram realizados aleatoriamente em 5 dias para evitar erros sistemáticos. 
A resposta foi analisada como a quantidade de lipídios obtidos em relação à massa de 
microalgas utilizada, expressa em porcentagem.

Variáveis Símbolos
Nível Fatorial

-1 +1
Mistura de Solventes X1 CHCl3:EtOH (2:1) CHCl3:MeOH (2:1)

Método de Extração X2
Ultrassonificação

a 60 °C
Agitação Magnética

a 60 °C

Tempo de Extração (h) X3 1 2
Pré-tratamento X4 Banho de Água Forno

Tabela 1 – Planejamento fatorial completo 24 para a mistura de solventes, técnica de extração, 
tempo de extração e pré-tratamento (Planejamento Experimental I).

Com base nos resultados do planejamento experimental I, outro planejamento 
fatorial completo 24 (planejamento experimental II), que avaliaria qualquer outra interação 
possível, foi proposto. As variáveis avaliadas para o planejamento experimental II são 
apreentadas na Tabela 2.

Variáveis Símbolos
Nível Fatorial

-1 +1
Mistura de Solventes X1 CHCl3:EtOH (2:1) CHCl3:MeOH  (2:1)

Agitação Magnética / Temperatura (°C) X2 60 150
Tempo de Extração (h) X3 1 2

Pré-tratamento X4 Banho de Água Forno

Tabela 2 – Planejamento fatorial completo 24 para a mistura de solventes, temperatura de 
extração, tempo de extração e pré-tratamento (Planejamento Experimental II).

Para o planejamento experimental II, 16 experimentos foram realizados. Como 
última investigação, foi considerado o tempo de extração, com base no planejamento 
experimental I. Nesse contexto, as diferenças entre as respostas para 2, 4 e 6 h de tempo 
de extração (realizadas em triplicata), utilizando ultrassonicação a 60 °C como método de 
extração, CHCl3:MeOH (2:1) como solvente e banho-maria como pré-tratamento, foram 
avaliadas por meio da análise de variância unilateral (ANOVA unilateral).

A variável dependente corresponde a quantidade de lipídio obtida em relação a 
massa de microalga utilizada, expressa em porcentagem. 
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Para estratégia proposta, as variáveis independentes foram qualitativas e 
quantitativas, ou seja, o tempo de extração é o parâmetro quantitativo e os demais são 
os parâmetros qualitativos. A Tabela 3 mostra o resultado dos ensaios experimentais (16 
execuções) para a extração lipídica, apresentando os níveis codificados das variáveis 
(conforme a Tabela 1). Os experimentos foram realizados de forma aleatória, em um 
período de 5 dias.

Experimentos
Variáveis1 Rendimento total de 

lipídios (%)X1 X2 X3 X4

1 -1 -1 -1 -1 6,39
2 -1 -1 -1 +1 2,81
3 -1 -1 +1 -1 5,26
4 -1 -1 +1 +1 4,79
5 -1 +1 -1 -1 4,17
6 -1 +1 -1 +1 4,39
7 -1 +1 +1 -1 5,13
8 -1 +1 +1 +1 4,19
9 +1 -1 -1 -1 7,50
10 +1 -1 -1 +1 5,90
11 +1 -1 +1 -1 6,23
12 +1 -1 +1 +1 7,70
13 +1 +1 -1 -1 6,29
14 +1 +1 -1 +1 5,48
15 +1 +1 +1 -1 6,06
16 +1 +1 +1 +1 5,72

Tabela 3 – Planejamento Experimental I (planejamento fatorial completo 24) e respostas 
(rendimento total de lipídios) obtidas para cada experimento.

1 De acordo com as descrições da Tabela 1.

O gráfico de Pareto (Figura 2), resultante da estimativa de efeitos padronizados do 
planejamento experimental I para cada interação e fator, mostra a magnitude e a importância 
dos parâmetros. A linha tracejada horizontal corresponde ao valor da distribuição t de Student 
com 95% de confiança (p = 0,05) e graus de liberdade adequados. Portanto, os efeitos 
individuais ou interações que ultrapassam a linha tracejada horizontal são significativos. 
Percebe-se que o único parâmetro significativo para a extração é a mistura de solventes. 
O valor positivo sugere que a maximização da resposta (aumento do rendimento total de 
lipídios) ocorre no nível mais alto, ou seja, com a proporção de CHCl3:MeOH de 2:1. Esses 
dados estão de acordo com a literatura, Cho et al. (2012), em uma abordagem univariada, 
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obteve esse parâmetro (mistura de solventes de CHCl3:MeOH de 2:1) como o mais 
significativo também para a extração de lipídios da Scenedesmus obliquus. Abomohra et al. 
(2016) apresentam dados semelhantes. No entanto, é importante enfatizar que em análises 
univaridas a maximização da resposta só é encontrada em certas condições especiais, 
correspondentes aquelas cujas interações das variáveis tem pouca ou nenhuma influência 
no domínio experimental escolhido. Uma vez que a ausência de interações a priori nunca 
é conhecida, uma abordagem multivariada deve sempre ser feita. Os efeitos das outras 
variáveis, ou seja, método de extração, tempo e pré-tratamento não foram significativos, 
uma vez que não são estatisticamente diferentes da variação experimental.

Figura 2 – Gráfico de Pareto para o planejamento experimental I com uma linha tracejada na 
horizontal correspondendo a um nível de significância de p = 0,05, que indica a significância da 
mistura de solventes para a extração lipídica. Os símbolos são apresentados na Tabela 1; XiXj 

representa a interação entre os fatores i e j.

É relevante notar que, apesar do gráfico de Pareto (Figura 5 - planejamento 
experimental I) revelar uma informação muito importante para a otimização da extração 
lipídica, diferentes níveis de temperatura não foram considerados. Anteriormente, as 
análises eram todas realizadas a 60 ºC, tanto para extrações assistidas por ultrassom como 
por agitação magnética. A extração assistida por ultrassonicação ocorre necessariamente 
na fase líquida, ou seja, o procedimento deve ser realizado sob o ponto de ebulição do 
solvente, onde a cavitação provoca a formação de microbolhas (ALBAHARI et al., 2018). 
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Alternativamente, o método assistido por agitação magnética pode ser aplicado sob 
diferentes temperaturas. Portanto, um segundo planejamento experimental (planejamento 
experimental II) foi proposto para investigar qualquer efeito estatístico significativo 
envolvendo a temperatura e/ou suas interações com outras variáveis na extração. 

Os experimentos de extração foram realizados em planejamento fatorial completo 24, 
e os resultados com 16 experimentações são mostrados na Tabela 4. Os níveis codificados 
das variáveis podem ser vistos na Tabela 2. Os experimentos foram realizados de forma 
aleatória em um período de 5 dias.

Experimentos
Variáveis1 Rendimento total de 

lipídios (%)X1 X2 X3 X4

1 -1 -1 -1 -1 4,17
2 -1 -1 -1 +1 3,37
3 -1 -1 +1 -1 4,47
4 -1 -1 +1 +1 2,47
5 -1 +1 -1 -1 5,13
6 -1 +1 -1 +1 4,19
7 -1 +1 +1 -1 5,02
8 -1 +1 +1 +1 3,65
9 +1 -1 -1 -1 6,29
10 +1 -1 -1 +1 5,48
11 +1 -1 +1 -1 5,38
12 +1 -1 +1 +1 6,52
13 +1 +1 -1 -1 6,06
14 +1 +1 -1 +1 6,88
15 +1 +1 +1 -1 5,19
16 +1 +1 +1 +1 4,49

Tabela 4 – Planejamento Experimental II (Planejamento fatorial completo 24) e respostas 
(rendimento total de lipídios) obtidas para cada experimento.

1 De acordo com as descrições da Tabela 2.

A Figura 3 apresenta o gráfico de Pareto, resultante do planejamento experimental II.
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Figura 3 – Gráfico de Pareto para o planejamento experimental II com uma linha tracejada 
horizontal correspondendo a um nível de significância de p = 0,05, que indica a significância da 
mistura de solventes para a extração de lipídios. Os símbolos são apresentados na Tabela 3; 

XiXj representa a interação entre os fatores i e j.

A Figura 6 (gráfico de Pareto) mostra novamente que o único fator significativo é 
a mistura de solventes. Os demais fatores não apresentam interação significativa entre 
si para produzir a maximização das respostas. Ambos os planejamentos experimentais 
sugerem o seguinte:

1 – a proporção de 2:1 (CHCl3:MeOH) foi a melhor para maximizar a extração de 
lipídios da microalga da espécie Scenedesmus sp.;

2 – a composição de solventes não interage significativamente com as técnicas de 
extração (ultrassonicação e agitação magnética) nem com os tempos de extração;

3 – também não há interação significativa com a temperatura entre os níveis de 60 
e 150 ºC, utilizando a agitação magnética como método de extração;

4 – os procedimentos de pré-tratamento não são significativos e não interagem com 
as demais variáveis e;

5 – tempos de 1 e 2 h não diferem significativamente no que diz respeito ao teor de 
lipídios extraídos.
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Diante dos resultados, a última investigação foi realizada com relação ao tempo de 
extração, a fim de verificar se os tempos de 4 e 6 h aumentariam a extração lipídica já que 
antes eram considerados apenas 1 e 2 h. 

Assim, com base no planejamento experimental I e no efeito dos parâmetros primários, 
o uso de banho-maria, CHCl3:MeOH (2:1) e ultrassonicação a 60 ºC foram mantidos como 
pré-tratamento, mistura de solventes e método de extração, respectivamente. Os efeitos 
do banho-maria e ultrassom apresentam sinais negativos de acordo com o planejamento 
experimental proposto anteriormente, sugerindo que a resposta aumenta nos níveis 
mais baixos. One-way ANOVA foi usada para avaliar o tempo de extração (2, 4 e 6 h). As 
análises foram realizadas em triplicata nas condições citadas acima e os resultados são 
apresentados na Tabela 5.

Tempo de Extração Rendimento total de lipídios (%)
2 6,23 5,91 6,06
4 5,17 5,98 7,65
6 6,32 5,88 7,17

Tabela 5 – Rendimento total de lipídios obtido da Scenedesmus sp. para tempos de extração 
diferentes. Condições experimentais: banho-maria, extração por ultrassom a 60 ºC e 

CHCl3:MeOH (2:1).

A Análise de Variância, Tabela 6, mostra que o tempo de extração não foi significativo 
no rendimento total de lipídios (F = 3,04, p = 0,1223), indicando que nas condições estudadas 
a extração não melhora expressivamente devido ao aumento do tempo, ou seja, o tempo 
de 2 h é suficiente para promover a liberação dos lipídios das células da microalga. Nesse 
ponto, vale ressaltar que a ausência de interações significativas verificadas no planejamento 
experimental I e os conhecimentos aqui desenvolvidos estimulariam a realização de um 
estudo univariado, mesmo com a modificação dos níveis de tempo. Porém, de acordo com 
o que foi exposto até o momento, a abordagem multivariada proposta é vantajosa no que 
diz respeito a redução do número de experimentos, tempo e energia.

Fonte de Variação
ANOVA
Soma dos 
Quadrados

Graus de 
Liberdade

Quadrados 
Médios

F p

Entre o Grupo 2,18447 2 1,09223 3,04 0,1223
Dentro do Grupo 2,15353 6 0,35892
Total 4,338 8

Tabela 6 – ANOVA avaliando o efeito do tempo de extração (2, 4 e 6 h) na porcentagem de 
lipídios da microalga Scenedesmus sp.
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Algumas espécies de microalgas pertencentes ao gênero Scenedesmus (sp. 
obliquus, acutus, abundans, vacuolatus, etc) são candidatas promissoras para produção 
de biodiesel. Numerosos estudos têm apontado à eficiência dessas microalgas na 
remoção de nutrientes de diferentes tipos de águas residuais, bem como apresentam 
informações a cerca da produtividade da biomassa dessas éspecies. No entanto, poucos 
estudos comparam diferentes técnicas de ruptura celular para a extração de lipídios da 
Scenedesmus sp.

Guldhe et al. (2014) extraíram lipídios da biomassa seca da Scenedesmus sp. 
utilizando micro-ondas e sonicação para ruptura celular, na presença de clorofórmio e 
etanol (1:1). A extração assistida por micro-ondas rendeu 28,33% de lipídios bruto em 
comparação com 18,9% obtida por sonicação.

Jebali et al. (2015) isolaram Scenedesmus sp. do nordeste da Tunísia e cultivaram 
esta alga em águas residuais. Utilizaram o método descrito por Kochert para extração 
lipídica e obtiveram um conteúdo lipídico de 14,8%.

Ye et al. (2020) isolaram cepas da Scenedesmus sp. da região do Corredor de Hexi, 
China, a fim de produzir alto conteúdo de lipídios usando águas residuais como meio de 
cultura. Os lipídios foram extraídos usando o método de Bligh e Dyer (1959), obtendo um 
teor de lipídios de 15,56%.

Abomohra et al. (2018) selecionaram treze microalgas de água doce para produção 
de biodiesel, contudo os estudos não incluem a Scenedesmus sp. Porém, após comparações 
os autores sugerem que uma microalga do gênero Scenedesmus (a S. obliquus) é a mais 
promissora para produção de biodiesel em larga escala devido sua alta taxa de crescimento 
e por apresentar o maior teor de lipídios (19%) entre as espécies testadas. A extração de 
lipídios foi realizada pelo método Folch (1957), com modificações. 

6 |  CONCLUSÃO
O presente trabalho destaca o uso de técnicas de ruptura de células de algas bem como 

extração de lipídeos. As técnicas podem ser físicas ou químicas, entretanto, os melhores 
resultados são encontrados quando se faz o uso de duas técnicas concomitantemente. O 
estudo multivariado da extração de lipídios totais da Scenedesmus sp., usando planejamento 
fatorial completo 24 e One-way ANOVA mostrou que a ultrassonicação por 2 horas em 
meio de CHCl3:MeOH (2:1) foi a melhor escolha. Comprovou-se que o único parâmetro 
significativo foi a mistura de solventes e que essa variável não interage significativamente 
com as demais variáveis. O método de extração utilizado neste trabalho pode ser facilmente 
aplicado em outros laboratórios de pesquisa devido a necessidade de um equipamento de 
ultrassom de baixo custo. Embora este estudo incentive um análise univariado quando 
comparado com a literatura, a otimização multivariada aqui relatada é altamente vantajosa 
devido a redução do número de experimentos, o que promove a otimização do tempo, 



Desenvolvimento e Transferência de Tecnologia na Engenharia Química Capítulo 3 38

gasto de energia e consumo de reagentes. Além disso, o perfil de ácidos graxos apresentou 
uma elevada quantidade de compostos saturados e monoinsaturados, o que indica seu 
caratér adequado para produção de biodiesel.
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