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APRESENTACAO

A publicacéo de e-books no Brasil € uma importante ferramenta para a divulgacéao
cientifica e a valorizagéo das pesquisas e pode ajudar a desenvolver uma relagdo mais
proxima entre a Academia e a Industria. O presente livro mostra aspectos da pesquisa
e transferéncia de tecnologia na engenharia quimica e suas &reas correlatas. Diversas
patentes, materiais e equipamentos vém 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 Transferéncia de Tecnologia
na Engenharia Quimica” apresenta artigos na area de processos quimicos, tecnologia
quimica e ensino de quimica.

O e-book contem 8 capitulos, que abordam temas como biotecnologia; hidrélise
enzimatica; extracéo de lipideos a partir de microalgas; sintese de materiais adsorventes a
partir de residuos; preparacao de materiais para a remog¢ao de contaminantes; formulacées
de combustiveis; formulacdo alimentar com adicéo de residuo agroindustrial e produgéo de
anti-incrustantes a partir de surfactantes naturais.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos do conhecimento cientifico na area de Engenharia Quimica, abordando conceitos
de desenvolvimento e transferéncia de Tecnologia. Os artigos da colegdo podem ser
utilizados para o desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas
abordados e até mesmo para a atualizagdo do estado da arte nas areas de tecnologia
quimica, engenharia quimica e engenharia de bioprocessos.

ApoOs esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia

Quimica”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: Biocombustiveis derivados de 6leos
extraidos de microalgas sao considerados
promissores na substituicao de fontes de energia
a base de petroleo. No entanto, a extracdo
de lipidios 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, sera descrito
alguns métodos fisicos e quimicos usados para
ruptura celular e extragéo dos lipideos de algas.
Além disso, apresentaremos um estudo da
multivariada das condi¢bes de extracéo, visando
maximizar a extracdo lipidica da microalga
Scenedesmus sp, cultivada em aguas residuais.
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LIPIDEOS DE ALGAS

O método de extracédo, o tempo de extragéo, a
mistura de solventes e o pré-tratamento foram
considerados entre os niveis superior e inferior
para avaliar sua significancia, incluindo suas
interacdes na resposta experimental, utilizando
um numero reduzido de experimentos. Os
estudos foram realizados utilizando métodos
de extracdo de baixo custo, como agitacdo
magnética e ultrassom. A condicdo 6tima de
extracdo foi obtida utilizando uma mistura de
solventes, cloroférmio:metanol (2:1), em um
periodo de extracéo de 2 horas no ultrassom.
PALAVRAS-CHAVE: Algas, extracao de lipideos,
técnicas fisicas e quimicas.

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
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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.

11 INTRODUGAO

Grande parte da energia utilizada pelas nacdes é derivada de combustiveis fosseis.
Entretanto, alguns problemas enfrentados pelo uso desses combustiveis sédo a questdo
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 combustiveis fésseis (HARUN et al., 2010;
MATA et al., 2010). Considerando tais condigdes, a busca por energias renovaveis e por
combustiveis sustentaveis tém se intensificado (CHEN et al., 2018; OUANJI et al., 2016;
MOAZAMI et al., 2012). Nesse contexto, a sintese de biodiesel em larga escala tem se
tornado mais atraente nos Gltimos anos devido a sua renovabilidade, menor toxicidade
quando comparado ao diesel de petréleo e apelo ambiental uma vez que ¢€ livre de enxofre,
arométicos e produz menos fuligem, 6xido de carbono e didxido 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 6Oleo frito e gorduras animais
(SPOLARE et al., 2006; KHAN et al., 2009). Havera certas limitagdes no uso desses 6leos
como combustiveis alternativos por causa de sua demanda de alimentos, expectativa de
vida, menor rendimento /ha, maior uso da terra e preco mais alto, entre outros (MATA
et al., 2010). E necessario pesquisar matérias-primas alternativas ndo alimentares para
producéo de biodiesel. Selecdo de matéria-prima de biodiesel é baseada em maiores
rendimentos, curta duragdo, menor custo de producéo e menos terras uso. Entre as varias
matérias-primas do biodiesel, o 6leo de microalgas tem potencial para substituir o 6leo
diesel convencional.

No entanto, emrelagéo aos substratos tradicionalmente usados para biocombustiveis,
a producéo comercial de FAME a partir de 6leos vegetais e gordura animal podem gerar
problemas de sustentabilidade, pois afetam a produgédo de alimentos (BALAT, 2011), e
a producgéo de 6leos ndo comestiveis estd associada a disponibilidade de terras araveis
para seu cultivo (ULLAH et al., 2014). Assim, a exploragdo de combustiveis alternativos
tem se voltado para os chamados biocombustiveis de terceira geracdo (BHARGAVI et al.,
2018), ou seja, produzir 6leos de baixo custo e biomassa renovavel com alto potencial de
producao de energia.

Do ponto de vista ambiental, as microalgas apresentam vérias vantagens sobre as
oleaginosas que sdo amplamente utilizada para extragcdo do 6leo (RANDRIANARISON e
ASHRAF, 2017), pois n&o precisam de campos cultivaveis, podem ser cultivadas em aguas
residuais, apresentando taxas de crescimento mais elevada do que as plantas terrestres e
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tém uma densidade de energia maior do que as matérias-primas vegetais (BAICHA et al.,
2016).

Contudo, a extragéo de lipidios da biomassa de microalgas consiste em romper as
paredes celulares das algas (GHASEMINAGHDI et al., 2016) usando abordagens mecéanicas
e/ou quimicas (HALIM et al., 2012). Como a quantidade de lipideos nas microalgas é
relativemente pequena (15 a 30%), é crucial que o procedimento de extracao selecionado
seja eficiente para extrair o maxmo de lipideos possivel (RAMLUCKAN et al., 2014). A
extracdo de lipideos de microalgas passa por problemas causados pela presenca de agua,
além da ruptura das paredes celulares que formam uma barreira para a penetragéo do
solvente. (YAP et al, 2014). Lipidios séo constituidos por um grupo diverso de substancias
biologicas, algumas das quais polares, enquanto outras ndo polares (SCOTT et al., 2010).
A extracéo de lipidios da biomassa de microalgas sao, portanto, uma tarefa desafiadora que
€ fundamental na determinagé&o da economia geral do biodiesel producao (BARCLAY et al.,
1994). Embora a extracéo de lipidios em escala de laboratério seja bastante rotineira, as
variaveis que afetam a extracao de lipidios de microalgas sdo néo € bem compreendido e
aumenta a escala para produg¢é@o comercial um desafio maior (WIJFFLES et al., 2010). Um
processo de extracdo de lipidios ideal para biodiesel de microalga a produgéo precisa ser
especifica para lipidios (a fim de minimizar a co-extragcdo de contaminantes néo lipidicos)
e seletiva para as fragdes lipidicas necessarias. Uma vez liberado das célula de algas, os
lipidios sdo capazes de passar para a fase de solvente a partir da qual eles podem ser
coletados ap0s a evaporagédo do solvente. Ruptura celular é entdo considerado um método
para quebrar a parede celular das algas. Uma vez que as microalgas sdo caracterizadas
por uma parede celular, que é uma espessa e camada rigida composta de carboidratos
complexos e glicoproteinas com alta resisténcia mecénica e resisténcia quimica, esta etapa
operacional pode exigir grandes quantidades de energia. As principais técnicas de rupturas
das células podem ser conceitualmente categorizadas em métodos fisicos e quimicos.
Apesar de alguns métodos fisicos e quimicos isoladamente serem capazes de romper a
membrana celular de certas algas, muitas vezes é necessario o uso da combinacéo de dois
ou mais métodos para esse fim.

Sendo assim nesse capitulo iremos tratar de algumas técnicas quimicas, fisicas e a
conjugacao das duas para extracao de lipideos de algas. Além disso, apresentaremos um
estudo multivariado das condi¢des de extragdo, visando maximizar a extracéo lipidica da
microalga Scenedesmus sp, cultivada em aguas residuais.

21 TECNICAS DE RUPTURA CELULAR DAS ALGAS

Na pratica, os métodos utilizados para ruptura celular de microalgas séao divididos
em: Ruptura Celular por processos Fisicos, Ruptura Celular por Métodos Quimicos.
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2.1 Ruptura Celular de microalgas por processos Fisicos

Dependendo do tipo de biomassa, € recomendado um pré-tratamento antes da
extracado lipidica. O pré-tratamento ajuda a promover a ruptura celular das microalgas
induzindo a extracdo de lipidios, 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 desintegracao celular em fisicos ou quimicos, sendo que os fisicos
séo utilizados por manterem a integridade quimica das substancias contidas inicialmente
nas células (GREENWELL et al., 2010).

Os métodos fisicos mais estudados sdo a autoclavagem, homogeneizagdo em
alta presséo, ultrassonicagdo, moagem, liofilizacdo, micro-ondas, prensagem e método
bead beating. Enquanto os quimicos incluem geralmente a lise celular com uso de &acidos,
bases, enzimas ou choques osméticos (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012). (HALIM et
al., 2012b).

2.1.1 Autoclavagem

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

2.1.2 Homogeneizacdo sob alta pressdo

A homogeneizacgdo sob alta pressédo consiste € um processo em que suspensodes
da biomassa é passada através de um pequeno orificio, a alta pressdes, ligado a uma
camara com pressdo atmosférica. Com a descompressao as células se rompem, e uma
grande quantidade de calor é gerada, sendo assim o processo é realizado sob refrigeragéo.
(TREVAN et al., 1990). A ruptura das células feita por esse método, gera um rompimento
néo especifico, visto que apenas uma parte da parede celular é rompida.

2.1.3 Ultrassonicacéo

A ruptura celular por ultrassonicacdo se dara quando ondas ultrassénicas com
elevada frequéncia e intensidade é aplicada na biomassa. Essas ondas causam a cavitacéo
que resulta na liberagdo de ondas de choques altamente energéticas que causam tensées
mecénicas e danos na superficie das células. Durante esse processo ocorre a formacao
de bolhas que sdo menores que a células das microalgas, e a coliséo entre as bolhas e as
células cria pequenas regides de pressdes muito altas que acabem por romper a parede
celular desses micro-organismos (GREENLY & TESTER, 2015)

A maior parte da energia ultrassénica absorvida pela biomassa se transforma em
calor, assim um controle de temperatura € necessario (MIDDELBERG, 1995). Além da
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temperatura outros fatores podem influenciar no processo de ultrassonicagcao como: tempo
do processo - maiores tempos, mais rompimento ocorrera. Entretanto deve-se observar
que uma maior quantidade de células rompidas pode inibir a propagacdo das ondas
sonoras, diminuindo a eficiéncia de processo; Esferas de Vidro - a adi¢cdo de esferas de
vidro aumenta a moagem, e por consequéncia a eficiéncia do processo. Viscosidade da
biomassa celular — baixas viscosidades permitem um colapso mais violento das bolhas e
uma maior eficiéncia da ruptura das células. Porém, a viscosidade aumenta a medida que
0s produtos intracelulares séo 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 camara de moagem
encamisada com uma haste longitudinal rotatéria no centro. Os agitadores de diferentes
formatos estdo presos na haste, e eles sdo responsaveis pela transmissdo de energia
cinética a pequenas esferas que existem na camara, forcando-as a colidirem umas com as
outras (MIDDELBERG, 1995). A selecéo do didmetro das esferas e da carga de particulas
€ de grande importancia para uma maior eficiéncia no processo de ruptura celular,
dependendo da localizagdo do bioproduto na célula.

2.1.5 Liofilizacéo

O processo de liofilizagdo constitui no congelamento da biomassa que depois sera
enviada para uma camara de vacuo e aumento gradativo da temperatura. Com o aumento
da temperatura a pressao circunvizinha é reduzida, o que permite que a agua congelada
passe diretamente da fase sélida para a fase gasoso. No processo de congelamento as
paredes das células ficam mais porosas devido a formagéo de cristais de gelo dentro das
células e aumentam a extragdo de produtos intracelulares. (CANAVATE; FERNANDEZ-
DIiAZ, 2001).

2.1.6  Micro ondas

As micro-ondas, sao ondas eletromagnéticas, com comprimento de onda maiores
que os raios infravermelhos e menores que as ondas de radio, compreendendo frequéncias
entre 300 e 300.000 MHz. (MAHESAR et al., 2008). A energia das micro-ondas atua como
radiagé@o nao ionizante que provoca a rotagéo dos dipolos e 0 movimento das moléculas por
migracao dos ions. Esta rotacdo com fricgcdo das moléculas gera calor que causa a ruptura
celular. O calor, em combinag¢édo com o efeito de eletroporagao, resulta numa maior abertura
da membrana, otimizando a extracao de metabdlitos intracelulares (CAMEL, 2000).
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2.1.7 Prensagem

A prensa expeller é considerada a forma mais antiga de extragao de éleo de algas.
Este processo usa uma prensa mecanica para quebrar as células e comprimir o 6leo da
biomassa seca ou Umida e pode extrair cerca de 75% de 6leo. O principio envolvido nesta
técnica é que ao aplicar alta presséo o teor de 6leo da biomassa é eliminado pela quebra
das células. A aplicacdo da pressao nao deve ser muito alta, caso contrario, a qualidade
dos lipidios, bem como a quantidade, diminuem (HARA e RADIN, 1978). Mas, este método
€ bastante lento e requer uma grande quantidade de biomassa (NETO et al., 2013).

2.1.8 Método bead beating

O bead beating € um método em que as células das algas sdo quebradas pela alta
velocidade de agitacdo (KUMAR et al., 2015). Este método consiste no uso de esferas de
vidro muito pequenas (ou algum outro material) que sdo adicionados a biomassa algal e
esta sofre agitagcdo. O choque fisico, provocado pela agitagédo, 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
continuos e em grande escala.

2.2 Ruptura Celular por Métodos Quimicos

A parede celular de um micro-organismo pode ser permeabilizada por varios
compostos quimicos, que irdo diferir na seletividade e eficiéncia dependendo da espécie
microbiana. A ruptura quimica pode ser realizada por hidréxidos, acidos, agentes oxidantes,
antibiéticos, agentes quelantes, detergentes, solventes, enzimas ou por e hipocloritos
(GECIOVA, BURY; JELEN, 2002, Steriti et al. 2014, bioresoure technology).

Os alcalis mais utilizados para ruptura celular sdo a aménia e o hidroxido de sédio,
pois inativam micro-organismos geneticamente modificados ou patégenos durante o
rompimento. Entretanto, geram muitos poluentes, que séo a principal desvantagem desse
método.

Agentes oxidantes, como a H,O, e ragente de Fenton (FeSO,), foram eficientes
para a ruptura de biomassa algal. De acordo com Wu et al. (2010), a reacdo entre
H,O, e ions Fe?* pode produzir radicais hidroxila (OH") que por sua vez podem atacar e
degradar os compostos organicos que constituem a parede celular (ST RITI et al., 2014).
Provavelmente, essa reagéo ocorre preferencialmente em certas zonas da parede celular
que contém compostos organicos que séo facilmente oxidados por radicais OH . De fato, a
ruptura ocorre em certas areas da parede celular e leva a liberacdo do material intracelular,
incluindo lipidios. Uma vez que os lipideos sdo transferidos para a solugéo, eles sdo
atacados por radicais hidroxila, gerando degradagcdo de produtos como os peréxidos
lipidicos. (Gonzalez et al., 2012). Até onde essa reacao indesejada prossegue dependera
das concentragbes residuais de H,0, e Fe*, bem como do tempo decorrido antes que
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um solvente, como o etanol, seja adicionado na solugéo a fim de interrompé-la. Por esta
raz&o, tanto a concentragéo de H,O, quanto o tempo de contato devem ser ajustados
adequadamente.

Os compostos detergentes dissociam proteinas e lipoproteinas das paredes
celulares, provocando a formagéo de poros e liberando a molécula-alvo. A eficiéncia do
rompimento depende do pH e da temperatura e pode ser aumentado por um pré-tratamento
a base de solventes organicos que iniciam e estimulam a auttlise (WAGNER, SCENI;
RAMBALA, 2008).

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

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

Os &cidos cloridrico, acético e lactico, foram utilizados na ruptura celular alguns
microorganismos (NI et al., (008).

Enzimas liticas sdo enzimas envolvidas na quebra da parede celular de leveduras
e fungos, podendo ser utilizadas para a obtencao de diferentes produtos intracelulares
(FLEURI; SATO, 2010). O mecanismo de rompimento como o uso de enzimas é baseado no
fato de que a pressado osmobtica interna rompe a membrana, ou parte dela, permitindo que
0 conteudo intracelular seja liberado para o meio externo. As vantagens desse mecanismo
séo: facil controle do pH e da temperatura do meio, baixo investimento de capital, alta
especificidade para degradacéo da parede celular e uso em associacdo com métodos
mecanicos. As enzimas agem sinergicamente na lise da parede celular, mas somente duas
sdo essenciais para o rompimento da célula: a protease litica especifica, que degrada a
camada externa de mananaproteina; e a B-1,3-glucanase litica, que degrada a camada
interna de glucana, implicando no rompimento celular por diferenca de pressédo osmética
(FLEURI; SATO, 2005). A eficacia de enzimas na lise dos componentes da parede celular
pode variar dependendo do estagio de crescimento celular, do género e da espécie do
microorganismo.
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31 TECNICAS DE EXTRAGAO LIPIDICA DE ALGAS

3.1 Extracao por solvente

A maxima “semelhante dissolve semelhante” descreve suscintamente o principio
basico que esta por tras da extracéo lipidica de microalgas usando solventes (HALIM et
al., 2012), uma vez que prevé interagdes intermoleculares com polaridades semelhantes.
Um solvente ideal requer altos niveis de especificidade para os lipidios, além de ser volatil
o suficiente para garantir uma separacao de baixa energia. A extracdo pode usar solventes
néo polares, como hexano, benzeno, tolueno, éter dietilico, cloroférmio e solventes polares
como metanol, acetona, acetato de etila e etanol. Os solventes nao polares interrompem
as interacoes hidrofébicas entre os lipidios néo polares e neutros, disponiveis na biomassa
das algas (MUBARAK et al., 2015).

Um mecanismo de extragdo utilizando solventes organicos foi proposto por Halim et
al. (2012) e € mostrado na Figura 1. Quando uma célula microalgal € exposta a um solvente
organico apolar, como hexano ou cloroférmio, o solvente organico penetra através da
membrana celular (etapa 1) e interage com os lipidios através de forcas de van der Waals
(etapa 2) para formar um complexo solvente organico-lipidio (etapa 3). Este complexo,
impulsionado por um gradiente de concentracado, se difunde através da membrana celular
(etapa 4) e os lipidios sdo extraidos das células e permanecem dissolvidos no solvente
orgénico (etapa 5). No entanto, alguns lipidios anfipaticos, encontrados no citoplasma,
estdo fortemente ligados a proteinas na membrana celular por ligacées de hidrogénio.
Interacbes de van der Waals formadas entre o solvente orgénico apolar e os lipidios
anfipaticos no complexo séo inadequados para interromper as associacoes lipidio-proteina.
Assim, solventes orgéanicos polares (metanol, por exemplo) sdo capazes de interromper
essas associagoes formando ligagdes de hidrogénio com os lipidios no complexo (KATES
1972; MEDINA et al., 1998). A metade inferior da Figura 3 mostra as cinco etapas pelas
quais a mistura de solventes organicos (apolar/polar) passa, buscando facilitar a extragéo
dos complexos lipidios que estao associados a proteinas.
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Lipidios anfipaticos

Figura 1 — Diagrama esquematico do mecanismo de extracao lipidica por solvente orgénico,
composto por cinco etapas. Onde: o solvente organico nédo polar, ¢ solvente organico polar

Na extracao por solventes podemos citar o método de Folch et al. (1957) e o método
de Bligh e Dyer (1959), que sdo métodos de extracdo a frio onde a qualidade da fracéo
lipidica ndo é afetada. A combinagéo dos solventes utilizados na extragédo, para ambos os
métodos, pode mudar com base na polaridade dos lipidios presentes nas espécies das
algas.

O método de Folch et al. (1957) é a técnica de extragcdo mais popular, em que
varios solventes organicos ou mistura de diferentes solventes séo utilizados para extrair
seletivamente lipidios das microalgas. A combinacao mais comum é cloroférmio e metanol
na propor¢cdo de 2:1 por volume, seguida pela adicdo de uma solucdo de cloreto de
potéassio, visando uma melhor separagéo das fases. Apds a adicdo da amostra na mistura
de solventes, toda a mistura é agitada suavemente (cerca de 20-25 min) seguida por
centrifugacao (2000 rpm) ou filiracdo para recuperar a fase liquida. O manuseio rapido e
facil de grandes quantidades de amostras € a principal vantagem desse método.

O método de Bligh e Dyer (1959) € uma verséo simplificada do método de Folch,
propondo uma rapida extragéo e purificacdo de lipidios totais. Utiliza cloroférmio, metanol
e agua na proporcéao de 2:1:0,8 por volume, onde ocorre a formagdo de um sistema
bifasico, a partir das proporgdes de solventes adicionados durante o processo de extragao.
Esta separacao de fases esta baseada na teoria do equilibrio liquido-liquido desses trés
componentes (cloroférmio/metanol/agua). Neste método, as proteinas da amostra sédo
precipitadas entre as duas fases lipidicas, tanto a extracdo quanto a particéo lipidica
sdo realizadas simultaneamente. Varios trabalhos foram relatados na literatura usando o
método de Bligh e Dyer para extracao de lipidios (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 toéxicos como hexano e cloroférmio causa riscos
adversos a saude e ao meio ambiente e é a principal desvantagem do método de extragédo
por solvente do 6leo de algas (ARESTA et al., 2005).

Outro método quimico inclui a extracdo por Soxhlet, no qual um solvente organico
€ usado para remover o 6leo da alga através de repetidas lavagens. O aparelho Soxhlet
consiste em trés compartimentos principais: um baldo de fundo redondo, continuamente
aquecido, um extrator do tipo Soxhlet para conter a biomassa microalgal e um condensador
para resfriamento continuo. Considerando que, durante os ciclos de evaporagdo e
condensacédo do solvente, o aparelho de Soxhlet realiza o processo continuamente e
restabelece a biomassa com solventes organicos frescos, podemos pensar nesse método
como uma forma de minimizar o consumo de produtos quimicos (HALIM et al., 2012).
Embora essa técnica de extragédo reduza a quantidade de solventes toxicos, o tempo de
execucao mais longo é a principal desvantagem. Além disso, procedimentos com refluxo de
solvente por muitas horas devem ser evitados, ja que favorecem as reagdes de peroxidagéao
e de hidrolise, as quais podem comprometer a quantificacdo de certos componentes
lipidicos (KATES, 1972).

3.2 Uso de Fluidos Supercriticos

Os fluidos supercriticos séo considerados adequados como um método de extragao
por solvente. Neste método o diéxido de carbono liquido, solvente de baixa toxicidade, é
aquecido e usado como solvente para a extragéo do 6leo. O CO, supercritico (SC-CO,) é
comumente usado para a maioria das extracoes de fluido supercritico devido a sua presséao
critica moderada (7,4 MPa) e a baixa temperatura critica (31,1 °C) (WANG e WELLER,
2006). As variaveis operacionais que influenciam o desempenho da extracao de lipidios séo
pressao, temperatura e taxa de fluxo de fluido. As condicdes ideais dessas variaveis sdo
importantes para reduzir a necessidade de energia e maximizar o rendimento lipidico na
extracdo. Halim et al. (2011) avaliaram o desempenho da extracao lipidica da Chlorococcum
sp. utilizando SC-CO, e hexano, baseado nos rendimentos e na composi¢éo de acidos
graxos. O rendimento lipidico diminuiu com 0 aumento da temperatura e da pressao usando
SC-CO,,. Eles também relataram que a extracdo por Soxhlet, usando hexano, levou 5 a 6
vezes 0 tempo necessario para extragédo com SC-CO, para alcangar um rendimento lipidico
comparavel de 0,058 g de lipidio/g de microalga seca. Além disso, o uso de co-solventes,
como o etanol, com SC-CO, pode aumentar o rendimento de extragéo lipidica. A técnica de
extracao de fluido supercritico usa solventes menos toxicos para extracao lipidica, contudo
o investimento de capital inicial em equipamento € muito alto.
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41 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO NA EXTRAGAO LIPIDICA

Dependendo do tipo de biomassa, € recomendado um pré-tratamento antes da
extracado lipidica. O pré-tratamento ajuda a promover a ruptura celular das microalgas
induzindo a extracdo de lipidios, ou seja, liberando-os das estruturas celulares com maior
facilidade (MUBARAK et al., 2015). Os métodos de pré-tratamento podem ser mecéanicos
ou ndo mecanicos.

Os métodos mecanicos incluem homogeneizagéo em alta pressao, ultrassonicagéo,
moagem, autoclave, liofilizacdo e micro-ondas. Os métodos n&do mecéanicos envolvem o
tratamento das células com acidos, éalcalis, enzimas e choques osmoticos (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
o0 método de ruptura celular por ultrassonicacdo a melhor escolha, quando comparado
aos métodos de micro-ondas e autoclave. As condicbes necessarias para a sonicagao
foram importantes para reduzir a entrada de energia e melhorar a qualidade dos lipidios da
biomassa das algas.

Assim, encontrar o método mais eficiente e as condi¢des ideias para a extracédo
lipidica sdo importantes para reducédo dos custos na producdo de biodiesel a partir de
6leo de microalgas. De acordo com Mubarak et al. (2015), a ado¢do de um Unico método
de extracdo pode ndo ser suficiente para obter o rendimento maximo das algas. Portanto,
métodos de pré-tratamento, como métodos assistidos por micro-ondas ou ultrassom,
combinados com extracao por solvente, podem render o maximo da quantidade de lipidios
das algas.

51 ESTUDO MULTIVARIADO DAS CONDICOES DE EXTRAGAO LIPIDICA

Os protocolos de extracéo lipidica foram realizados de acordo com a literatura, com
algumas modificagdes (BLIGH e DYER, 1959). Em um procedimento tipico, 2 g de biomassa
de microalga seca foi suspensa em 30 mL de uma mistura de solventes (cloroférimo:metanol
ou cloroférmio:etanol) e mantida em ultrassonicagédo ou agitagdo magnética sob condigbes
especificas, as quais estdo descritas na Tabela 1. Em seguida, o residuo de biomassa foi
separado da fase organica por filtragcdo e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida
para obtencé@o do Oleo. Todas as extragdes foram realizadas em ftriplicata. (Dall’oglio et
al. 2019). Um planejamento fatorial completo com quatro variaveis independentes (24) foi
usado para avaliar a significAncia dos efeitos e as intera¢gdes das variaveis na extracédo
dos lipidios. A biomassa algal obtida no processo de secagem foi submetida a diferentes
técnicas de rompimento. As variaveis avaliadas para o planejamento experimental | foram:

mistura de solventes, método de extracéo, tempo de extragéo e pré-tratamento, conforme a
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Tabela 1. Os métodos de extracgéo utilizados foram ultrassom a 60 °C e agitacdo magnética.
Os 16 ensaios foram realizados aleatoriamente em 5 dias para evitar erros sistematicos.
A resposta foi analisada como a quantidade de lipidios obtidos em relacdo a massa de
microalgas utilizada, expressa em porcentagem.

Nivel Fatorial
Variaveis Simbolos
-1 +1
Mistura de Solventes X, CHCI,:EtOH (2:1) CHCI,:MeOH (2:1)
. = Ultrassonificagao Agitacao Magnética
Método de Extragéo X, 2 60 °C 260 °C
Tempo de Extragéo (h) X, 1 2
Pré-tratamento X, Banho de Agua Forno

Tabela 1 — Planejamento fatorial completo 2* para a mistura de solventes, técnica de extragao,
tempo de extragdo e pré-tratamento (Planejamento Experimental I).

Com base nos resultados do planejamento experimental I, outro planejamento
fatorial completo 24 (planejamento experimental Il), que avaliaria qualquer outra interacéo
possivel, foi proposto. As variaveis avaliadas para o planejamento experimental Il séo
apreentadas na Tabela 2.

Nivel Fatorial
Variaveis Simbolos
-1 +1
Mistura de Solventes X, CHCI,:EtOH (2:1) CHCI,;:MeOH (2:1)
Agitacdo Magnética / Temperatura (°C) X, 60 150
Tempo de Extracao (h) X, 1 2
Pré-tratamento X, Banho de Agua Forno

Tabela 2 — Planejamento fatorial completo 24 para a mistura de solventes, temperatura de
extracéo, tempo de extracao e pré-tratamento (Planejamento Experimental I1).

Para o planejamento experimental Il, 16 experimentos foram realizados. Como
Ultima investigacao, foi considerado o tempo de extragdo, com base no planejamento
experimental . Nesse contexto, as diferencas entre as respostas para 2, 4 e 6 h de tempo
de extracao (realizadas em triplicata), utilizando ultrassonicacéo a 60 °C como método de
extragdo, CHCI,:MeOH (2:1) como solvente e banho-maria como pré-tratamento, foram
avaliadas por meio da andlise de variancia unilateral (ANOVA unilateral).

A variavel dependente corresponde a quantidade de lipidio obtida em relacdo a
massa de microalga utilizada, expressa em porcentagem.
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Para estratégia proposta, as variaveis independentes foram qualitativas e
quantitativas, ou seja, o tempo de extracdo é o pardmetro quantitativo e os demais séo
os parametros qualitativos. A Tabela 3 mostra o resultado dos ensaios experimentais (16
execucbes) para a extracdo lipidica, apresentando os niveis codificados das variaveis
(conforme a Tabela 1). Os experimentos foram realizados de forma aleatéria, em um
periodo de 5 dias.

Experimentos Variaveis' Bgngjimento total de
X, X, X, X, lipidios (%)
1 -1 -1 -1 -1 6,39
2 -1 -1 -1 +1 2,81
s -1 -1 +1 1 52
4 -1 -1 +1 +1 4,79
5 -1 +1 -1 -1 417
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
1 +1 -1 +1 -1 6,23
12 +1 -1 +1 A 7,70
13 +1 +1 -1 -1 6,29
14 +1 +1 -1 1 548
15 +1 +1 +1 4 606
16 +1 +1 +1 A 572

Tabela 3 — Planejamento Experimental | (planejamento fatorial completo 2¢) e respostas
(rendimento total de lipidios) obtidas para cada experimento.

' De acordo com as descri¢des da Tabela 1.

O grafico de Pareto (Figura 2), resultante da estimativa de efeitos padronizados do
planejamento experimental | para cada interagdo e fator, mostra a magnitude e a importancia
dos parametros. Alinha tracejada horizontal corresponde ao valor da distribuicdo tde Student
com 95% de confianga (p = 0,05) e graus de liberdade adequados. Portanto, os efeitos
individuais ou intera¢des que ultrapassam a linha tracejada horizontal sdo significativos.
Percebe-se que o Unico parametro significativo para a extragéo é a mistura de solventes.
O valor positivo sugere que a maximizagédo da resposta (aumento do rendimento total de
lipidios) ocorre no nivel mais alto, ou seja, com a propor¢éo de CHCI :MeOH de 2:1. Esses
dados estédo de acordo com a literatura, Cho et al. (2012), em uma abordagem univariada,
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obteve esse parametro (mistura de solventes de CHCI:MeOH de 2:1) como o mais
significativo também para a extracao de lipidios da Scenedesmus obliquus. Abomohra et al.
(2016) apresentam dados semelhantes. No entanto, € importante enfatizar que em analises
univaridas a maximizacéo da resposta s6 é encontrada em certas condi¢cdes especiais,
correspondentes aquelas cujas interagdes das variaveis tem pouca ou nenhuma influéncia
no dominio experimental escolhido. Uma vez que a auséncia de interacbes a priori nunca
é conhecida, uma abordagem multivariada deve sempre ser feita. Os efeitos das outras
variaveis, ou seja, método de extracdo, tempo e pré-tratamento ndo foram significativos,

uma vez que nao séo estatisticamente diferentes da variagéo experimental.

2k 4

Estimativa dos efeitos padronizados

3F .

X X KX, X, XX, XX XX X X X, X X,

Fatores e interacdes

Figura 2 — Grafico de Pareto para o planejamento experimental | com uma linha tracejada na
horizontal correspondendo a um nivel de significancia de p = 0,05, que indica a significancia da
mistura de solventes para a extragao lipidica. Os simbolos séo apresentados na Tabela 1; XiXj

representa a interagéo entre os fatores i e j.

E relevante notar que, apesar do grafico de Pareto (Figura 5 - planejamento
experimental |) revelar uma informagé&o muito importante para a otimizacdo da extracéo
lipidica, diferentes niveis de temperatura ndo foram considerados. Anteriormente, as
andlises eram todas realizadas a 60 °C, tanto para extragdes assistidas por ultrassom como
por agitacdo magnética. A extracdo assistida por ultrassonicagéo ocorre necessariamente
na fase liquida, ou seja, o procedimento deve ser realizado sob o ponto de ebuligdo do
solvente, onde a cavitagdo provoca a formacgdo de microbolhas (ALBAHARI et al., 2018).

Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia na Engenharia Quimica Capitulo 3 m



Alternativamente, o método assistido por agitacdo magnética pode ser aplicado sob

diferentes temperaturas. Portanto, um segundo planejamento experimental (planejamento

experimental IlI) foi proposto para investigar qualquer efeito estatistico significativo

envolvendo a temperatura e/ou suas interacdes com outras variaveis na extracao.

Os experimentos de extra¢ao foram realizados em planejamento fatorial completo 24,

e os resultados com 16 experimentagdes séo mostrados na Tabela 4. Os niveis codificados

das variaveis podem ser vistos na Tabela 2. Os experimentos foram realizados de forma

aleatéria em um periodo de 5 dias.

Rendimento total de

Experimentos X, X, X, X, lipidios (%)
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
1 +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 Il (Planejamento fatorial completo 2¢) e respostas
(rendimento total de lipidios) obtidas para cada experimento.

' De acordo com as descri¢des da Tabela 2.

A Figura 3 apresenta o gréafico de Pareto, resultante do planejamento experimental 1.
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Estimativa dos efeitos padronizados

Ky R M, MiE Xy Xy Ky MM, X, KoM,

Fatores e interacoes

Figura 3 — Grafico de Pareto para o planejamento experimental Il com uma linha tracejada
horizontal correspondendo a um nivel de significancia de p = 0,05, que indica a significancia da
mistura de solventes para a extragdo de lipidios. Os simbolos séo apresentados na Tabela 3;
XiXj representa a interacédo entre os fatoresi e j.

A Figura 6 (grafico de Pareto) mostra novamente que o Unico fator significativo é
a mistura de solventes. Os demais fatores ndo apresentam interagéo significativa entre
si para produzir a maximizacdo das respostas. Ambos 0s planejamentos experimentais
sugerem o seguinte:

1 — a proporgéo de 2:1 (CHCI,:MeOH) foi a melhor para maximizar a extragéo de
lipidios da microalga da espécie Scenedesmus sp.;

2 — a composicao de solventes néo interage significativamente com as técnicas de
extracdo (ultrassonicacao e agitacdo magnética) nem com os tempos de extracao;

3 —também néo ha interacao significativa com a temperatura entre os niveis de 60
e 150 °C, utilizando a agitagdo magnética como método de extracao;

4 — os procedimentos de pré-tratamento néo séo significativos e néo interagem com
as demais variaveis e;

5 —tempos de 1 e 2 h ndo diferem significativamente no que diz respeito ao teor de
lipidios extraidos.
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Diante dos resultados, a Ultima investigacéo foi realizada com relagéo ao tempo de
extracdo, a fim de verificar se os tempos de 4 e 6 h aumentariam a extracéo lipidica ja que
antes eram considerados apenas 1 e 2 h.

Assim, combase no planejamento experimental | e no efeito dos pardmetros primarios,
0 uso de banho-maria, CHCI,:MeOH (2:1) e ultrassonicag&o a 60 °C foram mantidos como
pré-tratamento, mistura de solventes e método de extracédo, 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 niveis
mais baixos. One-way ANOVA foi usada para avaliar o tempo de extracdo (2, 4 e 6 h). As
andlises foram realizadas em triplicata nas condicdes citadas acima e os resultados sédo

apresentados na Tabela 5.

Tempo de Extragao Rendimento total de lipidios (%)
6,23 5,91 6,06
4 517 5,98 7,65
6,32 5,88 717

Tabela 5 — Rendimento total de lipidios obtido da Scenedesmus sp. para tempos de extragéo
diferentes. Condi¢cdes experimentais: banho-maria, extragéo por ultrassom a 60 °C e
CHCI,:MeOH (2:1).

AAnalise de Variancia, Tabela 6, mostra que o tempo de extracao nao foi significativo
no rendimento total de lipidios (F = 3,04, p =0,1223), indicando que nas condi¢des estudadas
a extracdo ndo melhora expressivamente devido ao aumento do tempo, ou seja, o tempo
de 2 h é suficiente para promover a liberagédo dos lipidios das células da microalga. Nesse
ponto, vale ressaltar que a auséncia de interagdes significativas verificadas no planejamento
experimental | e os conhecimentos aqui desenvolvidos estimulariam a realizagédo de um
estudo univariado, mesmo com a modificagéo dos niveis de tempo. Porém, de acordo com
o que foi exposto até o momento, a abordagem multivariada proposta é vantajosa no que
diz respeito a redug¢éo do numero de experimentos, tempo e energia.

ANOVA
Fonte de Variagéo Soma dos Graus de Quadrados F p
Quadrados Liberdade Médios
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 extragdo (2, 4 e 6 h) na porcentagem de
lipidios da microalga Scenedesmus sp.
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Algumas espécies de microalgas pertencentes ao género Scenedesmus (sp.
obliquus, acutus, abundans, vacuolatus, etc) sédo candidatas promissoras para produg¢ao
de biodiesel. Numerosos estudos tém apontado a eficiéncia dessas microalgas na
remogdo de nutrientes de diferentes tipos de aguas residuais, bem como apresentam
informacgdes a cerca da produtividade da biomassa dessas éspecies. No entanto, poucos
estudos comparam diferentes técnicas de ruptura celular para a extracao de lipidios da
Scenedesmus sp.

Guldhe et al. (2014) extrairam lipidios da biomassa seca da Scenedesmus sp.
utilizando micro-ondas e sonicagédo para ruptura celular, na presenca de cloroférmio e
etanol (1:1). A extragdo assistida por micro-ondas rendeu 28,33% de lipidios bruto em
comparacdo com 18,9% obtida por sonicagéo.

Jebali et al. (2015) isolaram Scenedesmus sp. do nordeste da Tunisia e cultivaram
esta alga em aguas residuais. Utilizaram o método descrito por Kochert para extracéo
lipidica e obtiveram um conteddo lipidico de 14,8%.

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

Abomohra et al. (2018) selecionaram treze microalgas de agua doce para produgéo
de biodiesel, contudo os estudos ndo incluem a Scenedesmus sp. Porém, ap6s comparagbes
os autores sugerem que uma microalga do género Scenedesmus (a S. obliquus) é a mais
promissora para producao de biodiesel em larga escala devido sua alta taxa de crescimento
e por apresentar o maior teor de lipidios (19%) entre as espécies testadas. A extragdo de
lipidios foi realizada pelo método Folch (1957), com modificages.

61 CONCLUSAO

Opresentetrabalho destaca ousodetécnicasde rupturade células de algasbemcomo
extracao de lipideos. As técnicas podem ser fisicas ou quimicas, entretanto, os melhores
resultados sdo encontrados quando se faz 0 uso de duas técnicas concomitantemente. O
estudo multivariado da extracéo de lipidios totais da Scenedesmus sp., usando planejamento
fatorial completo 2* e One-way ANOVA mostrou que a ultrassonicagao por 2 horas em
meio de CHCI,:MeOH (2:1) foi a melhor escolha. Comprovou-se que o Unico parametro
significativo foi a mistura de solventes e que essa variavel néo interage significativamente
com as demais variaveis. O método de extracao utilizado neste trabalho pode ser facilmente
aplicado em outros laboratoérios de pesquisa devido a necessidade de um equipamento de
ultrassom de baixo custo. Embora este estudo incentive um analise univariado quando
comparado com a literatura, a otimizacao multivariada aqui relatada é altamente vantajosa

devido a reducdo do numero de experimentos, o que promove a otimizacdo do tempo,
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gasto de energia e consumo de reagentes. Além disso, o perfil de acidos graxos apresentou
uma elevada quantidade de compostos saturados e monoinsaturados, o que indica seu

caratér adequado para produgéo de biodiesel.
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