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Resumo: O aproveitamento de microalgas para produgdo de biocombustiveis tem despertado crescente
interesse devido a sua alta produtividade, rapida taxa de crescimento e capacidade de fixagdo de COs..
Dentre as etapas do processo, a extragdo de lipidios ¢ considerada uma das mais criticas e onerosas, sendo
amplamente dependente do solvente ¢ do método empregado. Embora solventes apolares, como o hexano,
e métodos assistidos, como o ultrassom, sejam comumente utilizados, ainda ha divergéncias quanto a
combinagdo mais eficiente para maximizar o rendimento da extragdo. Nesse contexto, este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito do solvente (hexano, diclorometano e mistura hexano+diclorometano) e do
método de extragdo (agitacdo, ultrassom e agitagdo+ultrassom) sobre a eficiéncia de extracdo de bio-0leo
da microalga Nannochloropsis oculata. Foram realizados nove experimentos em duplicata, e os resultados
foram analisados por ANOVA fatorial (2-vias) e teste de Tukey HSD (p < 0,05). Os resultados
demonstraram diferengas significativas entre os fatores avaliados, evidenciando uma interagdo expressiva
entre solvente e método. O uso de hexano assistido por ultrassom (H+U) apresentou o maior rendimento
meédio de extragdo (14,95% + 0,41), seguida de diclorometano + ultrassom (10,06% + 0,62) e hexano +
diclorometano em agitagdo + ultrassom (9,87% = 0,35). O ultrassom mostrou-se determinante para o
aumento da eficiéncia, independentemente do solvente. A ausé€ncia de efeito sinérgico na mistura H+D
indica que a combinagdo de solventes ndo necessariamente resulta em ganhos de rendimento. Assim, a
associacdo de hexano e ultrassom destacou-se como a condigdo mais eficiente para a extracao de bio-6leo
de Nannochloropsis oculata, representando uma alternativa promissora para processos sustentaveis de
produgdo de biocombustiveis.

Palavras-chave: lipidios; solventes organicos; ultrassom; eficiéncia de processo; biocombustiveis.

Abstract: The use of microalgae for biofuel production has gained increasing interest because of their high
productivity, rapid growth rate, and CO: fixation ability. Among the process steps, lipid extraction is
considered one of the most critical and expensive, mainly depending on the solvent and method used.
Although nonpolar solvents like hexane and assisted methods such as ultrasound are commonly employed,
there is still debate about the most effective combination to maximize extraction yield. Therefore, this study
aimed to evaluate how the solvent (hexane, dichloromethane, and a mixture of hexane + dichloromethane)
and the extraction method (agitation, ultrasound, and agitation + ultrasound) influence the efficiency of
bio-oil extraction from the microalga Nannochloropsis oculata. Nine experiments were conducted in
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duplicate, and the results were analyzed using two-way factorial ANOVA and Tukey's HSD test (p < 0.05).
The findings revealed significant differences between the tested factors and showed a notable interaction
between solvent and method. The combination of hexane + ultrasound (H+U) produced the highest average
extraction yield (14.95% + 0.41), followed by dichloromethane + ultrasound (10.06% £ 0.62), and hexane
+ dichloromethane with agitation + ultrasound (9.87% =+ 0.35). Ultrasound consistently improved
efficiency, regardless of the solvent used. The lack of a synergistic effect with the H+D mixture indicates
that combining solvents does not necessarily increase yield. Overall, the combination of hexane and
ultrasound proved to be the most effective condition for extracting bio-oil from N. oculata, offering a
promising alternative for sustainable biofuel production.

Keywords: lipids, organic solvents, ultrasound, process efficiency, biofuels.

1 Introducao

O aproveitamento energético de microalgas tem despertado crescente interesse devido ao seu rapido
crescimento, alto teor lipidico e capacidade de fixagdo de CO2, configurando-se como uma alternativa
promissora as fontes fosseis. Entre as espécies estudadas, destaca-se a Nannochloropsis oculata, conhecida
por apresentar elevada produtividade lipidica e perfil de acidos graxos favoravel para a producdo de
biodiesel (Wei ¢ Huang, 2017; Martinez Macias et al., 2017).

A etapa de extragao dos lipidios é considerada determinante para a eficiéncia global do processo, sendo
influenciada por fatores como a natureza do solvente empregado ¢ o método de extracdo, que impactam
diretamente a seletividade, a pureza ¢ o rendimento do bio-6leo. Diversos métodos de extragdo e conversdo
tém sido otimizados para maximizar o rendimento de biodiesel a partir de N. oculata. De acordo com Lima
et al. (2018) e Dahmer et al. (2020) escolha do solvente € crucial. Misturas de metanol e cloroféormio (como
no método de (Bligh e Dyer, 1959)) sdo amplamente utilizadas por proporcionarem alto rendimento
lipidico, mas apresentam riscos ambientais e de satide (Lima et al., 2018; Dahmer e Benitez, 2020).
Solventes alternativos, como n-hexano, geralmente resultam em menor rendimento (Dahmer e Benitez,
2020). Outro fator importante ¢ a etapa de ruptura celular, que ¢ determinante para liberar lipidios
intracelulares. Métodos como micro-ondas, ultrassom e laser aumentam significativamente o rendimento,
reduzindo tempo e consumo de solventes (Lima et al., 2018). A eficiéncia global da extragao de lipidios de
microalgas ¢ fortemente influenciada pelo tipo de solvente e método de disrupgdo celular. Métodos
inovadores, como micro-ondas e solventes eutéticos, oferecem maior rendimento, seletividade e
sustentabilidade, sendo promissores para aplicagdes industriais.

Entretanto, ainda existe uma escassez de informagdes relacionadas a comparagdo direta entre
diferentes métodos e solventes. Assim, como a avaliacdo do efeito combinado dessas variaveis no
rendimento da extragdo, de forma a buscar um processo viavel. Nesse contexto, o presente trabalho tem
como objetivo avaliar a eficiéncia da extragdo de bio-0leo da microalga Nannochloropsis oculata,
empregando diferentes solventes (hexano, diclorometano e mistura) e métodos (agitagdo em shaker,
ultrassom em baixa frequéncia e combinacdo), a fim de identificar condigdes mais promissoras. Esse estudo
proporciona uma analise sistematica das variaveis combinadas e na aplicag@o de tratamento estatistico aos
resultados, permitindo discutir tendéncias e diferengas significativas no processo de extracao.

2 Metodologia

A microalga Nannochloropsis oculata, reconhecida por seu elevado teor lipidico e amplamente estudada
para a produgdo de biocombustiveis foi utilizada nos experimentos. Como solventes de extracdo,
empregaram-se n-hexano (H), diclorometano (D) e a mistura H+D (propor¢do 1:1 v/v). O processo de
extragdo foi realizado utilizando um agitador do tipo shaker (150 rpm) e um banho de ultrassom (40 kHz),
possibilitando a comparagao entre diferentes métodos de intensificagdo de processo: agitacao, ultrassom e
combinacdo de ambos.

As massas de biomassa seca e de bio-6leo foram determinadas em balanca analitica de alta precisdo,
garantindo a confiabilidade dos resultados. As amostras foram preparadas em frascos Erlenmeyer,
utilizando pipetas e vidrarias laboratoriais padrdo. Apds a extragdo, os solventes foram removidos por
evaporagdo controlada, garantindo a obtencdo da fragdo lipidica pura para posterior analise.

Foram realizadas nove condigdes experimentais (tratamentos), cada uma em duplicata, totalizando 18
ensaios. A correspondéncia entre as condi¢des esta apresentada na Tabela 1. Para cada ensaio, registraram-
se as massas de biomassa e de bio-6leo obtido, calculando-se o rendimento de extragio (%).
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Tabela 1. Distribui¢do dos experimentos.

Parametro Hexano (H) Diclorometano (D) H+D
Agitagdo em shaker (A) 1 2 3
Ultrassom (U) 4 5 6
A+U 7 8 9

Além disso, os métodos avaliados foram:

e A (Apenas agitagdo em shaker) — tempo total 60 min, volume do solvente 50 mL.
e U (Apenas ultrassom) — tempo total 60 min, volume do solvente 50 mL.

¢ A+ U (combinagdo) — agitacdo 30 min + ultrassom 30 min.

e H+ D (Combinagdo) — 25 mL de H + 25 mL de D.

Os resultados, expressos como percentual de extragdo de bio-6leo, foram submetidos a analise
estatistica a fim de avaliar a influéncia dos fatores investigados. Consideraram-se como variaveis
independentes o tipo de solvente (hexano, diclorometano e mistura H+D) ¢ o método de extracdo (agitacdo
em shaker, ultrassom e combinagdo de agitagdo + ultrassom), sendo o rendimento de bio-6leo a variavel
resposta.

Inicialmente, foram calculados médias e desvios-padrdo para cada condi¢do experimental, de modo a
obter uma visdo geral do comportamento dos dados. Em seguida, aplicou-se a analise de variancia
(ANOVA fatorial de duas vias), com nivel de significancia de 95% (p < 0,05), para avaliar os efeitos
isolados de cada fator e sua interagdo. Quando identificadas diferencas significativas (p < 0,05), as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey HSD (Honest Significant Difference), a fim de determinar quais
combinagdes apresentaram diferengas estatisticamente relevantes. As analises foram realizadas com os
softwares Microsoft Excel® e Statistica®, e os resultados foram expressos como média + desvio-padrao.

3 Resultados e discussoes

3.1 Analise experimental

Os valores médios e desvios-padrao dos percentuais de extracdo de bio-6leo obtidos para cada combinagao
de solvente ¢ método de extragdo estdo apresentados na Tabela 2. Observa-se ampla variagdo entre as
condi¢des testadas, demonstrando que tanto o tipo de solvente quanto o método de extracdo influenciam

significativamente a eficiéncia do processo.

Tabela 2. Médias e desvios-padrio (% de extragdo).

Experimentos Solvente Método Média
1 H A 4,71 £0,55
2 D A 7,15+0,39
3 H+D A 5,85+0,16
4 H U 14,95+ 0,41
5 D U 10,06 £ 0,62
6 H+D U 5,51 +£0,36
7 H A+U 4,86 +£0,26
8 D A+U 7,92 +0,11
9 H+D A+U 9,87 +£ 0,35

De modo geral, o hexano (H) apresentou o melhor desempenho global, especialmente quando
combinado ao ultrassom (U), condi¢do que resultou no maior rendimento médio de extracdo (14,95% +
0,41). Esse resultado corrobora com a literatura, que reconhece o hexano como um solvente apolar eficiente
na extragdo de lipidios (Bligh and Dyer 1959). Em seguida, destacaram-se o diclorometano com ultrassom
(D/U, 10,06% + 0,62) e a mistura de hexano + diclorometano com agitacdo associada ao ultrassom
(H+D/A+U, 9,87% + 0,35). Os menores rendimentos foram observados nas combinagdes com hexano e
mistura H+D sob agitag@o simples, que ndo ultrapassaram 5,85% (Tabela 2).

A analise de variancia a dois fatores (ANOVA 2-vias), apresentada na Tabela 3, confirmou efeitos
estatisticamente significativos para o método de extragdo (F = 185,57; p < 0,05) e quanto para o tipo de
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solvente (F = 19,46; p < 0,05), além de uma interagdo altamente significativa entre ambos (F = 191,00; p <
0,05). Esses resultados indicam que a eficiéncia da extracdo de bio-6leo de Nannochloropsis oculata ndo
depende apenas de um fator isolado, mas sim da interacdo entre solvente e método, reforcando a
importancia da avaliacdo desses parametros.

Tabela 3. ANOVA.

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Método 55,75 2 27,87 185,57 4,83E-08 4,26
Solvente 5,85 2 2,92 19,46 0,0005 4,26

Interacdes 114,76 4 28,69 191,00 1,08E-08 3,63
Dentro 1,35 9 0,15
Total 177,71 17

O teste de Tukey HSD (Tabela 4) revelou diferengas significativas entre as combinagdes. A condi¢do
H+U destacou-se de forma expressiva, apresentando diferencga estatistica (p < 0,05) em relacdo as demais
condi¢des, confirmando-se como a mais eficiente. O diclorometano com ultrassom (D+U) apresentou
rendimento intermediario, diferindo significativamente (p < 0,05) das combinagdes com hexano e mistura
sob agitacdao, o que demonstra que o ultrassom também favorece esse solvente. A condicdo H+D/A+U
exibiu desempenho elevado, estatisticamente semelhante ao de D+U (p > 0,05), mas inferior a H+U, o que
indica comportamento aditivo, porém sem sinergia evidente.

Tabela 4. Teste de Tukey HSD.

Solvente  Método 1 2 3 4 5 6 7 8 9

H A 0,0002 0,9999 0,0028 0,0002 0,0005 0,1957 0,5356  0,0002
H U 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002
H A+U 0,9999  0,0002 0,0042 0,0002 0,0006 0,3129 0,7340 0,0002
D A 0,0028 0,0002 0,0042 0,0008 0,5765 0,1152 0,0358  0,0013
D U 0,0002  0,0002 0,0002 0,0008 0,0067 0,0002 0,0002  0,9997
D A+U 0,0005 0,0002 0,0006 0,5765 0,0067 0,0083 0,0030 0,0123

H+D A 0,1957 0,0002 0,3129 0,1152 0,0002 0,0083 0,9899  0,0002

H+D U 0,5356 0,0002 0,7340 0,0358 0,0002 0,0030 0,9899 0,0002

H+D A+U 0,0002 0,0002 0,0002 0,0013 0,9998 0,0123 0,0002 0,0002

O hexano sob agitacdo simples (H+A) apresentou rendimento muito inferior (4,71% = 0,55),
demonstrando que a auséncia de intensifica¢do limita o contato entre o solvente ¢ a biomassa. A a¢do do
ultrassom, por outro lado, promove cavitagao acustica, que rompe as paredes celulares e aumenta a difusao
do solvente no interior das células (Lee et al. 2010). Esse efeito explica o aumento expressivo de rendimento
observado entre H+A e H+U.

O diclorometano (D), embora mais polar, apresentou bom desempenho quando combinado ao
ultrassom, mas rendimento inferior sob agitacao simples (7,15% = 0,39). Esse comportamento pode estar
relacionado a sua maior capacidade de solubilizagdo de lipidios polares e semipolares, porém com menor
seletividade para os compostos apolares predominantes em N. oculata. O desempenho intermediario reforga
que a polaridade do solvente deve ser compativel com a composi¢do lipidica da biomassa (Ryckebosch et
al., 2012).

A mistura hexano + diclorometano (H+D) ndo apresentou efeito sinérgico, visto que seus rendimentos
ficaram proximos aos dos solventes puros, sem supera-los. Em particular, a condigdo H+D/A+U (9,87%)
mostrou-se eficiente, mas sem ganho estatistico relevante frente as combinagdes com ultrassom isolado.

132



Bento et al. | Latin American Journal of Energy Research (2025) v. 12, n. 3, p. 129-134

Esse resultado sugere que a mistura apresenta comportamento aditivo, possivelmente devido ao equilibrio
entre polaridade intermediaria € menor capacidade de penetragdo celular (Halim et al., 2012).

A interacdo significativa entre solvente e método (Tabela 3) evidencia que o desempenho de cada
solvente depende diretamente do método de extragdo aplicado. Assim, enquanto o ultrassom se mostra
determinante para o hexano, o diclorometano apresenta respostas mais consistentes entre os métodos. Isso
reforca a necessidade de otimizacdo conjunta, uma vez que o solvente mais eficiente sob uma condig¢do
pode ndo manter o mesmo desempenho sob outra.

Em sintese, o hexano associado ao ultrassom (H+U) foi a condigdo mais eficaz para extra¢do de bio-
oleo de Nannochloropsis oculata, apresentando rendimento significativamente superior as demais
combinagdes. O diclorometano apresentou eficiéncia intermediaria, enquanto a mistura H+D nio
demonstrou vantagem sinérgica. Esses resultados estdo alinhados a estudos anteriores (Mercer e Armenta,
2011; Halim et al., 2012; Bligh e Dyer, 1959), os quais indicam que solventes apolares favorecem a extracdo
de lipidios neutros, especialmente quando combinados a técnicas de intensificagdo, como o ultrassom.

3.2 Efeito da interacio entre solvente e método de extracio em relacio a seletividade e eficiéncia na
recuperacio de o6leo

A eficiéncia e seletividade da extragdo de lipideos de biomassa microalgal dependem fortemente da
combinagdo entre as propriedades fisico-quimicas dos solventes e 0 método de ruptura celular empregado.
Solventes apolares como hexano, apresentam alta afinidade por lipideos neutros (por exemplo,
triacilglicer6is), mas baixa capacidade de penetrar células intactas. Por isso, sua eficiéncia aumenta
significativamente quando combinados com métodos de ruptura celular, como ultrassom, que promove
cavitagdo e facilita o acesso do solvente ao contetido intracelular (Wichaphian et al., 2023). Ja solventes de
polaridade moderada, como diclorometano ou misturas de cloroférmio/metanol, conseguem extrair tanto
fragoes lipidicas polares quanto apolares, mesmo sob agitagdo simples, devido a maior capacidade de
penetragdo e solvéncia (Zarrinmehr et al., 2022; Dahmer e Benitez, 2020). No entanto, essa menor
seletividade pode resultar na coextracdo de compostos nao lipidicos.

Misturas de solventes (por exemplo, hexano + diclorometano ou hexano + metanol) ampliam o
espectro de lipideos extraidos, mas podem apresentar limita¢gdes. O aumento da viscosidade e tensdo
superficial pode reduzir a eficiéncia da cavitagdo ultrassonica, limitando o efeito sinérgico esperado
(Wichaphian et al., 2023). A escolha do método (ultrassom, micro-ondas ou agitagdo) impacta diretamente
o rendimento e a seletividade, refletindo a interacdo significativa observada nas analises estatisticas.

A eficiéncia da extracdo lipidica de microalgas resulta, portanto, da interagdo entre solvente ¢ método.
E fundamental alinhar a polaridade do solvente, sua capacidade de penetragio e 0 método de ruptura celular,
para maximizar o rendimento e a seletividade dos lipideos extraidos.

4 Conclusoes

Os resultados obtidos demonstram que a eficiéncia da extracdo de bio-0leo de Nannochloropsis oculata é
fortemente influenciada pela interagdo entre o solvente e o método de extragdo. O hexano associado ao
ultrassom (H+U) apresentou o maior rendimento médio (14,95%), evidenciando que a combinagdo entre
solvente apolar e cavitagdo acustica ¢ a mais adequada para promover a ruptura celular e maximizar a
difusdo dos lipidios para a fase solvente.

O diclorometano com ultrassom (D+U) e a mistura hexano + diclorometano sob agitagdo e ultrassom
(H+D/A+U) apresentaram rendimentos intermediarios, confirmando o papel positivo do ultrassom na
eficiéncia global do processo. Ja os métodos com agitacdo simples mostraram rendimentos
substancialmente menores, ressaltando que a intensificagcdo por ultrassom ¢ essencial para a extragdo
eficiente.

A analise estatistica (ANOVA e Tukey HSD) confirmou efeitos significativos de solvente, do método
e da interagdo entre ambos, demonstrando que a escolha do solvente mais eficiente depende diretamente da
técnica empregada. A auséncia de efeito sinérgico na mistura H+D reforga que a combinagdo de solventes
de diferentes polaridades ndo garante maior eficiéncia, sendo fundamental compreender a afinidade
especifica entre solvente e composicdo lipidica da biomassa.

Em sintese, a condi¢do hexano + ultrassom destacou-se como a mais promissora para a extragdo de
bio-6leo de N. oculata nas condigdes estudadas, apresentando potencial para aplicagdo em processos de
obtenc¢ao de lipidios destinados a producao de biocombustiveis. Futuras investigagdes devem considerar a
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variagdo de parametros operacionais, como tempo de ultrassom, temperatura e razdo de biomassa e
solvente, para aprimorar o rendimento ¢ avaliar a seletividade da extragdo em escala ampliada.
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