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BIODIESEL FROM MICROALGAE: PROGRESS AND CHALLENGES. Microalgae biomass has been described by several authors
as the raw material with the greatest potential to meet the goals of replacing petroleum diesel by biodiesel while not competing with

arable land suitable for food production. Research groups in different countries are seeking the most appropriate production model
for productivity, economic viability and environmental sustainability. This review focused on recent advances and challenges of
technology for the production of biodiesel from microalgae, including the procedures used to obtain biomass.
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INTRODUCAO

As projegdes do U. S. Energy Information Administration (E1IA),
publicadas no relatdrio International Energy Outlook 2010, mostram
que o consumo mundial total de energia comercializada aumentard
em 49% entre 2007 e 2035." O estudo mostra que, dentre as fontes
de energia, as renovdveis terdo o mais acelerado crescimento do
consumo no periodo, atingindo 2,6% ao ano. Tendéncia de alta nos
precos do petréleo, preocupagdo com os impactos ambientais oriundos
da utilizacdo de combustiveis fosseis, bem como fortes incentivos
governamentais para o aumento da utilizagcdo de energias renovaveis
em muitos paises justificam as perspectivas para a expansao das fontes
renovdveis em todo o mundo.'

Eventos recentes tém intensificado o debate acerca da matriz
energética mundial. Desde o final de 2010, € crescente a instabilidade
politica em paises da regido conhecida como mundo drabe, importante
fornecedora de petréleo do mundo. Tensdes decorrentes dos movi-
mentos contra governos autoritarios naquela regido t€ém conduzido a
instabilidade no fornecimento de petréleo por esses paises.>

Os riscos associados a um acidente nuclear de grandes pro-
por¢des, decorrente das catdstrofes naturais ocorridas no Japao em
mar¢o de 2011, reduziram as expectativas quanto a possibilidade
de intensificagdo do uso da energia nuclear como uma estratégia na
mitigacdo das emissdes de gases intensificadores do efeito estufa
antrépico da matriz energética mundial.

Os combustiveis derivados da biomassa assumem papel importan-
te neste cendrio. Dentre os combustiveis renovadveis mais promissores
destaca-se o biodiesel, uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos
de acidos graxos, produzido pela reagdo de um 6leo ou gordura com
um dlcool, na presenca de um catalisador. O biodiesel pode ser usado
puro ou em misturas com o diesel em motores ciclo diesel, sendo,
em alguns aspectos, comparativamente menos poluente que o diesel.?
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Desde janeiro de 2010, os motoristas de todo o Brasil que abas-
tecem seus veiculos com combustivel diesel fazem uso do B5 (5%
v/v biodiesel/diesel). A producio estimada de biodiesel no Brasil, em
novembro de 2012, foi de 247 mil m*. No acumulado do ano, acrescido
da estimativa para novembro, a produgdo atingiu 2.673 mil m?, um
acréscimo de 0,7% em relagio ao mesmo periodo de 2011 (2.456 mil
m?). O Boletim DCR mostra ainda que, no més de outubro, 72,7% do
biodiesel brasileiro foram produzidos a partir de dleo de soja, 17,1%
de sebo bovino e 6,6% de dleo de algoddo.*

O histérico da produgao brasileira de biodiesel mostra que o setor
estd em crescente dependéncia de uma tinica matéria-prima, a soja,
contrapondo-se ao objetivo do Programa Nacional de Produgdo e
Uso do Biodiesel (PNPB) de sustentar sua cadeia na diversidade de
materiais graxos disponiveis nas vdrias regides do Pafs.

Em meio ao predominio dessas matérias-primas, o setor de
bioenergia vive uma expectativa pela consolidagcdo das microalgas
como fonte vidvel de biomassa para a producdo de biocombustiveis.
De acordo com Chisti,’ estes micro-organismos fotossintetizantes sdo
utilizados em aquicultura, para a produgdo de suplemento alimentar e
para a extragdo de compostos de alto valor comercial, apresentando
potencial para uso em biorremediagdo e biofertilizacdo, assim como
para a produgio de vdrios tipos diferentes de biocombustiveis. Estes
incluem o metano produzido pela digestdo anaerdbia da biomassa
das microalgas,® o biodiesel derivado do 6leo de microalgas,” o
bio-hidrogénio produzido por processos fotobioldgicos,® o bio-6leo
resultante da pir6lise’e o bioetanol.!’ Vale ressaltar que, para alguns
dos usos acima citados, jd existe produgdo comercial de microalgas,'!
o que demonstra sua viabilidade econdmica nestes casos.

Com base nos principais produtores mundiais, estima-se que a
producdo atual de biomassa algal seja de 38 milhdes de L, concen-
trados principalmente na China, Japdo, Taiwan, Estados Unidos e
India. Considerando-se que o teor médio de leo em microalgas é de
30%, existe um potencial de 11,4 milhdes de L para a producdo de
biodiesel."
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Em relagdo aos vegetais superiores, as microalgas apresentam
maior eficiéncia fotossintética, como pode ser observado na Tabela
1, onde também sdo apresentadas as médias de produtividade de
biomassa em barris equivalentes de petréleo (bep) por hectare por
ano, para algumas culturas utilizadas na producgdo de biocombusti-
veis, obtidas por extrapolagdo dos resultados encontrados em escala
de laboratédrio. A eficiéncia fotossintética foi calculada com base
em uma estimativa de 10 mil bep de energia solar média por hectare
por ano. A cana-de-actcar € a tnica cultura tradicional que tem uma
eficiéncia acima de 1%. As microalgas apresentam, portanto, potencial
produtivo destacado.!

Tabela 1. Producao de energia e eficiéncia fotossintética de diferentes fontes
de biomassa. Adaptada da ref. 13

Fonte de Tipo de combusti-  Produtividade Eficiéncia
biomassa vel produzido (bep ha'ano™)  fotossintética (%)
Milho Etanol 20 0,2
Cana-de-aguicar Etanol 210-250 2-3

Soja Biodiesel 13-22 0,1-0,2
Girassol Biodiesel 8,7-16 0,1-0,2
Microalgas Biodiesel 390-700 4-7

A eficiéncia das microalgas no armazenamento de energia solar,
através da produgao de compostos organicos via processo fotossinté-
tico, seus elevados rendimentos em biomassa e em fracdes lipidicas
obtidas em cultivo controlado, seu rdpido crescimento, a utilizacio
de terras e recursos de baixo custo de oportunidade, a ndo compe-
ticdo com alimentos, além do sequestro de CO,, todos estes fatores
favordveis despertaram uma onda de investimentos em pesquisa e
desenvolvimento de tecnologias que buscam principalmente vencer
as barreiras econdmicas e ambientais desta nova oportunidade para
o setor de energias renovdveis.'*

O objetivo deste trabalho foi abordar os principais avangos e
desafios da tecnologia de produgdo da biomassa de microalgas com
vistas a producdo de biodiesel.

HISTORICO DAS INICIATIVAS DE PRODUCAO DE
BIODIESEL DE MICROALGAS

De 1978 a 1996, o Escritdrio de Desenvolvimento de Combustiveis
do Departamento de Energia norte-americano financiou o Aquatic
Species Program (ASP) para desenvolver combustiveis de transporte
renovaveis a partir de microalgas. O foco principal do programa foi a
producio de biodiesel a partir de microalgas com alto teor de lipideos,
cultivadas em tanques, utilizando CO, residual. Ao longo de quase
duas décadas deste programa, foram feitos grandes avangos na técnica
de manipulagdo do metabolismo de microalgas e na engenharia de
sistemas de produgdo das mesmas. As atividades do programa e os
resultados obtidos sdo apresentados em relatério publicado em 1998.'3
Nagquela época ndo foi possivel viabilizar economicamente a produgio
da biomassa microalgal para a producio de biodiesel, principalmente
devido a alta varia¢@o da produtividade em 6leo ao longo do ano.

No Japao foi desenvolvido um programa com objetivo semelhante
pelo Research Institute of Innovative Technology (RITE), porém
substituindo o sistema aberto pelo cultivo em fotobiorreatores, mais
intensivo, com maiores possibilidades de controle e uma maior
produtividade de biomassa por drea quando comparado ao sistema
aberto.!® Neste programa também néo se alcangou uma viabilidade
econdmico-financeira para a produgdo da biomassa microalgal.

No Brasil, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo
(MCTI), em parceria com a Secretaria Especial de Aquicultura e
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Pesca (SEAP/PR), langou em 2008, através do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), edital de pesquisa
com o objetivo de selecionar projetos voltados para a aquicultura e
uso de microalgas para a producdo de biodiesel, no valor total de
R$ 4,5 milhdes. Foram apresentadas 63 propostas de projetos de
PD&I, os quais abordaram, dentre outros aspectos, desenvolvimen-
to de técnicas de cultivo; maximizacdo da produtividade em dleo;
avaliagdo da viabilidade econdmica do processo global, do cultivo a
obtencdo de biodiesel; processos mais econdmicos e eficientes para
a coleta da biomassa algal e a extracdo da fragdo lipidica; avaliacio
das propriedades fisico-quimicas de biodiesel de microalgas e adog¢ao
de estratégias, visando garantir com que atendam as especificacdes
de qualidade definidas nas resolu¢des da ANP."

Outra a¢do do MCTI teve inicio em novembro de 2010, com a
aprovacdo do Projeto MCT/FINEP de “Producio de biodiesel deri-
vado de 6leos de microalgas”. Com conclusio prevista para o final de
2012 e investimento de R$ 6 milhdes, o projeto, que tem apoio da Rede
Brasileira de Tecnologia do Biodiesel, retine diferentes institutos de
pesquisa e universidades do Pais com atuac@o na drea de aquicultura e
biodiesel, tais como a Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), Instituto Nacional de Tecnologia (INT),
Universidade Federal do Parana (UFPR), Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ), Universidade Federal de Goias (UFG), Instituto
de Tecnologia do Parana (Tecpar) e Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Estes dados mostram que existem esfor¢os em PD&I no
Brasil, o que pode resultar em avangos significativos nesta temdtica
a curto e médio prazos.’

BIOSSINTESE DE LIPIDEOS

O rendimento da produg¢do de biodiesel depende principalmente
do conteddo de 6leo nas células das microalgas. A Tabela 2 mostra
o conteddo e a produtividade de 6leo na base seca encontrada em
diferentes espécies de microalgas.'®

Tabela 2. Contetido e produtividade de d6leo de algumas espécies de micro-
algas. Adaptada da ref. 19

Conteddo de 6leo  Produtividade de 6leo

Espécies de microalgas

(% da matéria seca) (mgL'd")
Chlorella protothecoides 23-55 1214
Chlorella vulgaris 5-50 -
Chlorella sorokiniana 19-22 45
Nannochloropsis oculata 22-30 84-142
Dunaliella salina 14-20 116
Neochloris oleoabundans 35-65 90-134
Phaeodactylum tricornutum 18-57 45
Spirulina maxima 4-9 -
Chlorococcum sp. 19 54

Apesar dos valores expressivos no percentual de lipideos de va-
rias microalgas, € possivel aumentar estes valores a fim de auxiliar a
viabilizagdo econdmica da producio de biodiesel a partir do 6leo de
microalgas. Este resultado pode ser obtido através da aplicacdo de
condigdes de stress (deficiéncia de nutrientes, anaerobiose, tempe-
raturas extremas) na fase de crescimento da biomassa microalgal.'®

Em condigdes adversas na natureza ou em sistemas de cultivo,
se a densidade de células ndo € muito alta, a fotossintese ainda €
possivel.”” Embora o crescimento real e a producio de biomassa
nestas condicdes sejam limitados, as células ainda s@o capazes de
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fixar CO, e acumular amido ou lipideos, substancias importantes para
garantir a sobrevivéncia em condicdes ambientais desfavordveis ou
de stress. Algas que armazenam lipideos em grandes quantidades sdo
muitas vezes encontradas em ambientes e microclimas que alternam
frequentemente entre as condi¢des ideais para seu crescimento e
sobrevivéncia, por um lado, e condi¢des abaixo do ideal, por outro.'

Assim, condi¢des de stress sdo estrategicamente utilizadas em cul-
tivos que tenham a finalidade de produzir lipideos ou outras moléculas
de interesse comercial. Nestas condi¢des, porém, como decorréncia
da limitacdo do crescimento, a produtividade em biomassa € reduzida
e, por conseguinte, a produtividade geral em 6leo ndo acompanha o
aumento no teor de 6leo, podendo até diminuir.?

Com o propésito de contornar o problema de uma possivel
baixa produtividade geral em dleo, as condi¢des de stress sdo apli-
cadas numa segunda etapa de cultivo, apds uma primeira etapa em
que se oferecem condi¢des apropriadas a0 mdximo crescimento
celular. Neste sentido, Jiang e colaboradores? estudaram o cultivo
de Nannochloropsis sp. em duas etapas, utilizando a privagao de
nitrogénio como condi¢do de stress, numa segunda etapa. Nestes
cultivos, a fim de reduzir o custo de producio da biomassa, utilizou-se
uma mistura de 4gua do mar e dgua residual municipal como meio
de cultivo e CO, residual como fonte de carbono. Foi observado um
aumento na concentrag@o celular e no teor de lipideos, de 0,71 para
2,23 g L' e de 33,8 para 59,9%, respectivamente, apds 12 dias de
cultivo na segunda fase, utilizando-se um percentual de 50% de agua
residual municipal e aeragido com 15% de CO.,.

No entanto, € importante ressaltar que, além da produtividade em
6leo, outros fatores devem ser avaliados para a escolha das microalgas
mais adequadas a producdo de biodiesel. Entre eles, vale ressaltar
a composicdo em 4cidos graxos; a capacidade de crescimento em
condi¢des ambientais especificas; os requisitos de coleta, extracio e
purificagdo do 6leo, balanco energético favordvel e a possibilidade
de uso como matéria-prima para producio de outros produtos nas
industrias de alimentos, cosméticas e de farmacos.”? Alguns destes
requisitos serdo aprofundados ao longo desta revisao.

REQUISITOS PARA O CRESCIMENTO DE MICROALGAS

As microalgas necessitam de uma fonte de energia, seja a energia
luminosa para o crescimento autotréfico ou um composto organico
para o crescimento heterotréfico. Entre estes dois extremos, existem
rotas tréficas intermedidrias,” conforme serd apresentado na sec@o
“Modalidades de cultivo”.

O crescimento autotréfico tem como fonte de carbono o CO,
ou o HCO; dissolvido na 4gua, mas ainda requer outros nutrientes,
especialmente os macro (NPK) e micronutrientes (metais), além de
vitaminas, em certos casos.* A temperatura e o pH devem estar na
faixa de tolerancia da microalga cultivada, que pode variar bastante
entre géneros e até espécies.”

As microalgas, em sua diversidade, sdo organismos muito flexi-
veis quanto ao habitat, sendo encontradas tanto em ambientes Umidos
terrestres, quanto em ambientes aqudticos de dgua doce, salobra e
salgada.’® Esta capacidade proporciona vantagens consideraveis em
comparagdo com os cultivos convencionais utilizados para a produ-
¢do de biodiesel, com potencial de minimizar o uso e os impactos
ambientais adversos nos recursos naturais solo e dgua.

MODALIDADES DE CULTIVO

As microalgas podem ser cultivadas nos modos autotréfico,
heterotréfico e mixotréfico, sendo que a diferenga entre estas moda-
lidades de cultivo estd na fonte de energia e de carbono. No cultivo
autotréfico, mais especificamente, fotoautotréfico, as células obtém
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energia da luz e o carbono do CO, do ar, produzindo entéo, através da
fotossintese, suas biomoléculas: polissacarideos, proteinas, lipideos e
acidos nucleicos. No cultivo heterotréfico, as células utilizam compos-
tos organicos como fonte de energia e de carbono e, no mixotréfico,
usam a luz, compostos organicos e inorganicos como fonte de energia
e CO, e compostos orgénicos como fonte de carbono.?!

Sobre cultivos heterotréficos e mixotréficos existe uma quanti-
dade bem menor de dados do que sobre os cultivos autotréficos, uma
vez que naqueles cultivos sdo utilizadas fontes de carbono organico,
0 que traz preocupagado acerca de uma possivel competicao pelo uso
destas matérias-primas, voltadas também para a alimentacdo humana.
Por outro lado, a vantagem associada aos cultivos heterotréfico e
mix6tréfico” € a possibilidade de se aumentar a produtividade em bio-
massa e em lipideo, o que motiva as pesquisas sobre o tema. Convém
ressaltar que no modo heterotréfico somente algumas microalgas sao
capazes de crescer sem que seja feita alguma manipulagio genética.

No caso do cultivo autotréfico, um aspecto bastante positivo € o
uso de CO, resultante de processos industriais, o que representa uma
forma de mitigacdo das emissdes de gases de efeito estufa, além da
diminui¢do dos custos de producdo da biomassa microalgal. Usinas
a carvdo emitem gases que podem conter até 13% de CO,* e podem
ser uma fonte interessante de CO, residual, assim como alguns pro-
cessos industriais que liberam CO, como, por exemplo, a produgdo de
etanol.” Desta forma, a estratégia de aliar os cultivos de microalgas
aos processos citados pode ser uma alternativa vidvel para reciclar o
CO, residual e, além disto, contribuir para a viabilizacdo econdomica
da producio de biodiesel.

No cultivo autotréfico, apesar de sua alta eficiéncia em utilizar a
luz, as microalgas apresentam um crescimento lento devido a limi-
tacdo de luz em condigdes de larga escala, quando se alcancam altas
densidades de células, ou “fotoinibi¢do” devido a luz excessiva.** O
crescimento heterotréfico, por outro lado, elimina o requerimento
por luz e oferece a possibilidade de aumentar significativamente a
concentragio celular e a produtividade de biomassa em larga escala.’!
Por exemplo, embora a microalga verde C. protothecoides cresga fo-
toautotroficamente ou heterotroficamente, o crescimento heterotréfico
usando acetato, glicose ou outros compostos organicos como fonte
de carbono resulta em maior produgio de biomassa.*

O cultivo mixotréfico € também uma alternativa a produgao foto-
autotréfica de microalgas. Cid e Abalde®® observaram maiores taxas
de crescimento e concentracao de biomassa no cultivo mixotréfico
em relacdo ao cultivo autotréfico de Tetraselmis suecica. Heredia-
Arroyo e colaboradores* estudaram as trés modalidades de cultivo
de C. protothecoides e observaram maiores taxas de crescimento e de
concentragdo celular mdxima em cultivos heterotréfico e mixotréfico
em relac@o ao autotréfico, ndo havendo diferenca entre os cultivos
heterotréfico e mixotréfico. No que diz respeito ao teor em lipideos,
estes autores ndo observaram diferengas entre os diferentes tipos
de cultivo; resultado diverso foi encontrado por Miao e Wu,* Xu
e colaboradores® e Li e colaboradores,” que observaram diferenca
no teor de lipideo entre os cultivos heterotréfico e o autotrdfico.
Argumentaram que estas diferengas podem ter sido geradas por dife-
rengas nas condi¢des de cultivo empregadas nos diferentes trabalhos.

O aumento no teor de lipideo em cultivo heterotréfico, observado
pelos autores citados, € outra vantagem deste tipo de cultivo em relagdo
ao autotréfico, no caso da producdo de biomassa microalgal para a
geragdo de biodiesel. Liang e colaboradores® confirmaram uma maior
produtividade global em lipideos para os cultivos heterotréficos com
relagd@o ao cultivo autotréfico. Apesar do percentual de lipideos ter sido
menor no cultivo heterotréfico, a maior produtividade em biomassa
neste tipo de cultivo gerou uma maior produtividade geral em lipideo.

Se, por um lado, o teor de lipideos e sua produtividade podem
ser aumentados no cultivo heterotrofico, existem evidéncias de
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diminuicdo nos teores de proteina, clorofila e carotenoides.* Uma
saida seria utilizar o cultivo mixotrdfico, em que se tem o estimulo
da luz. No entanto, em altas concentracdes celulares a luz se torna
limitante e a contribui¢io do crescimento fotoautotréfico para a taxa
de crescimento global € muito baixa, com consequente diminui¢do
na producgio de proteina e clorofila no cultivo mixotréfico em relacio
ao cultivo autotréfico.”’ Para contornar este problema, foi sugerido
por Ogbonnae colaboradores*' um cultivo sequencial heterotréfico-
-autotréfico, no qual o CO, gerado na fase heterotréfica foi usado na
fase autotréfica. Nestas condi¢des, foi possivel obter uma concen-
tracdo celular (14 g L") bem mais alta que a do cultivo autotréfico
realizado em trabalhos anteriores e uma produtividade em biomassa
muito elevada (4 g L' dia!), com conteiido em proteina e clorofila
similar ao obtido em cultivos autotréficos.

Com o objetivo de reduzir o custo de produgdo de biodiesel
a partir de microalgas utilizando o cultivo heterotréfico, fontes de
carbono mais baratas tém sido consideradas, como o uso de dguas
residudrias e, neste caso, o beneficio ¢ multiplo, pois estas tém a
sua carga de nitrogénio e fosforo diminuida.* A alga S. limacinum
mostrou ser capaz de crescer em glicerol bruto, derivado da producéo
de biodiesel.** A biomassa seca apresentou 51% de lipideos, 14% de
proteinas, 24% de carboidratos e 11% de cinzas. Os resultados deste
trabalho apontaram que o glicerol bruto derivado do biodiesel € uma
matéria-prima promissora para a cultura heterotréfica de microalgas,
o que € corroborado por outros trabalhos.*

Um modelo de fotossintese-fermentacdo foi proposto, visando a
fusdo dos aspectos positivos de cultivos autotrdficos e heterotroéficos,
principalmente no que diz respeito as mais altas produtividades em
biomassa e percentagens em lipideos totais alcan¢adas em cultivos
heterotréficos e o uso de CO, proveniente de emissdes industriais. A
microalga Chlorella protothecoides foi cultivada em modo autotréfico
para a fixacdo de CO, e depois cultivada heterotroficamente para pro-
mover o acimulo de dleo, utilizando-se glicose como fonte de carbono.
Comparado ao metabolismo heterotréfico tipico, foi alcancada uma
producgdo de lipideos 69% superior na fase de fermentag@o do cultivo.
Além disto, neste novo modelo a liberagio de CO, foi 66,7% menor do
que no metabolismo heterotrdfico tipico. Os autores concluiram que
o modelo de fotossintese-fermentagdo com dupla fixagdo de CO, nas
etapas de fotossintese e fermentacéio aumenta a razao de conversao do
carbono de agtcar para dleo, fornecendo, portanto, uma abordagem
eficiente para a produgio de lipideos de microalgas.*

SISTEMAS DE CULTIVO

A utilizacdo do 6leo de microalgas para a producdo de biodiesel
demanda um aumento na escala de cultivo, seja em sistemas abertos
ou fechados, uma vez que quase a totalidade dos trabalhos publicados
foi desenvolvida em escala de laboratdrio. Dentro deste contexto,
Moazami e colaboradores® investigaram a producio em larga escala
de Nannochloropsis sp., em lagoas abertas de 2000 L de capacidade em
ambiente coberto. Como um dos parametros que mais influenciaram a
produtividade em biomassa e o teor de lipideos em tanques de lagoas
abertas foi a distribui¢ao uniforme dos nutrientes e do CO,, os autores
analisaram o efeito da velocidade das pas sobre a produtividade em
biomassa. Os parametros meio de crescimento, iluminagio, pH, nivel
de dgua e temperatura foram mantidos constantes. A produtividade
mdxima em biomassa (46 g L' m?) e maior teor de lipideos (52%)
foram alcangados ap6s 14 dias e com velocidade das pés de 2,1 rad s™.

Cultivo aberto

Grande parte dos cultivos de microalgas tem sido realizada em
lagoas e tanques abertos que utilizam a luz solar e 0 CO, da atmosfera.

Quim. Nova

Os tanques podem ser construidos e explorados a baixos custos e,
portanto, oferecem muitas vantagens, desde que sejam utilizadas
espécies adequadas para este tipo de cultivo.*® Os tanques tém uma
variedade de formas e tamanhos possiveis, sendo o tipo comumente
usado o raceway (tipo pista de corrida).

Pelo fato de nenhum material transparente ser necessario na
constru¢do de tanques abertos, uma gama muito ampla de materiais
pode ser empregada. Esses tanques sdo também de manutengdo
relativamente facil, uma vez que se tem acesso livre para realizar a
limpeza do biofilme que se acumula sobre as superficies. A princi-
pal desvantagem dos sistemas abertos € que ocorre evaporacdo da
dgua a uma taxa similar as culturas terrestres e, também, sdo mais
suscetiveis a contaminacio por espécies indesejdveis. Inicia-se o
cultivo com uma espécie que € inoculada no tanque, mas ao longo
do tempo espécies indesejdveis sdo inevitavelmente introduzidas e
podem reduzir severamente o rendimento e até mesmo superar as
espécies inoculadas, pois, uma vez que um concorrente importante
tiver estabelecido residéncia no tanque, torna-se extremamente
dificil erradica-lo.

No entanto, um cultivo sustentdavel e confiavel de uma tunica
espécie em sistemas abertos pode ser incentivado através do cultivo
de espécies extremofilas, que toleram condicdes extremas de tempe-
ratura, pH ou salinidade. Spirulina platensis e Spirulina mdxima, por
exemplo, sobrevivem e crescem bem em pH alto (9 a 11,5), tornando-
-se geralmente espécie dominante nestes ambientes.’ Dunaliella
salina cresce muito bem em dguas altamente salinas, devido a seu
alto conteudo de glicerol intracelular, que assegura uma protecio
contra a pressdo osmética.*® Assim, estas microalgas sdo cultivadas
com éxito em escala comercial em sistemas abertos.

Cultivo fechado

O termo “fechado” diz respeito ao menor contato com o ambiente
externo que estes sistemas apresentam em relagio aos tanques. Os
sistemas fechados sdo comumente denominados fotobiorreatores e
geralmente sdo utilizados para producio em larga escala, gerando
produtos de alto valor comercial. A vantagem comparativa destes
sistemas em relag@o aos sistemas abertos € a obtencdo de maiores
produtividades de biomassa microalgal, bem como a possibilidade
de maior controle das condi¢oes de cultivo.*

Os fotobiorreatores sdo classificados em “tubulares” e “planares”,
de acordo com a geometria do compartimento que encerra a cultura.
Assim, s@o constituidos de tubos ou placas de material transparente
a luz visivel.

Nestes sistemas, o controle das condi¢gdes de cultivo € mais facil e
o potencial de contaminag¢ao € menor em comparacao com os sistemas
abertos, como resultado da menor exposi¢do da cultura ao ambiente.
As placas e os tubos sdo confeccionados de maneira que o caminho
optico seja menor em comparagdo aquele dos tanques, promovendo
uma melhor distribui¢@o da luz e, por conseguinte, uma maior pro-
dutividade em biomassa. Contudo, os custos de implementagdo e de
operacdo destes sistemas sdo superiores aos dos tanques.*

A Tabela 3 mostra vantagens e desvantagens dos sistemas de
produc@o abertos e fechados para os principais pardmetros.®

COLETA E SEPARACAO DA BIOMASSA

Na produ¢do de microalgas para uso na aquicultura, estas sao
usadas diretamente em conjunto com o seu meio de crescimento.
Em outros casos, no entanto, como no uso da biomassa seca (acon-
dicionada em cdpsulas ou na forma de comprimidos), na extracao de
pigmentos e na producdo de biodiesel, hd a necessidade de separagio
da biomassa microalgal do meio de crescimento.
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Tabela 3. Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultivo aberto e fechado
de microalgas. Adaptada da ref. 41

Parametro Tanques Sistemas fechados
(raceway) (fotobiorreatores)
Espaco requerido muito pouco
Risco de contaminagdo alto médio a baixo
Perdas de dgua alto baixo

Concentrag@o de oxigénio usualmente baixa deve ser removido

continuamente
CO,-perdas alto quase nenhuma
Reprodutibilidade da varidvel, mas possivel dentro de
producao consistente determinadas tolerancias
Controle do processo limitado possivel
Desgaste do material de baixo usualmente alto
construgao
Dependéncia de condigdes alto menor, por ser protegido
climaticas
Temperatura varidvel necessdrio resfriamento
Custo de colheita alto médio
Manutencdo facil dificil
Custos de construgio médio alto
Concentragdes de biomassa baixo alto

na colheita

Nao hd um método padrio para a coleta e separag@o das microal-
gas. Estas podem ser separadas do meio liquido em escala comercial
por centrifugacio, sendo que a floculag@o e a flotacdo podem ser
usadas como métodos coadjuvantes.

A escolha do método € baseada nas caracteristicas da microalga
em questdo, no tipo de cultivo e no uso da biomassa, entre outros
aspectos. No caso de algumas microalgas, tais como Arthrospira sp.,
as células sao relativamente grandes e € facil separar a biomassa da
dgua por filtracdo.>! Outro aspecto importante considerado na escolha
do método de separagdo da biomassa € o custo. Em geral, este custo
representa de 20 a 30% do total da producdo da biomassa.”

A centrifugacio € um método que tem sido aplicado com sucesso
para a separacdo das células de microalgas, por ser bastante eficiente,
mas apresenta algumas desvantagens. Em primeiro lugar, o processo
envolve a exposicdo das células de microalgas a elevadas forcas
gravitacionais e de cisalhamento, que podem danificar a estrutura
celular. Em segundo lugar, apresenta altos custos e alta demanda
de energia,” sendo, portanto, adequado apenas para produtos de
alto valor comercial.** Processos alternativos vém sendo estudados,
como a filtragdo,” a microfiltra¢ao/ultrafiltragdo com membranas,*
a eletrocoagulac@o® e a biofloculagdo.”’

A coagulagdo envolve ajuste de pH ou adi¢do de eletrdlitos, enquan-
to a floculag@o envolve a adi¢@o de polimeros catidnicos, apesar destes
termos serem geralmente utilizados sem nenhuma diferenciagfo.”!
Essas abordagens (floculacdo/coagulacio) sdo muito convenientes e
complementares a outros processos, possibilitando um tratamento ra-
pido de grandes quantidades de cultura, diminuindo consideravelmente
o volume a ser processado posteriormente por centrifugacao.

Sais de aluminio e de ferro s3o usados como agentes coagulantes/
floculantes em tratamento de dgua e, por conseguinte, sdo usados
também para flocular microalgas.*® Estas substancias, porém, podem
trazer dificuldades para o uso posterior da biomassa microalgal por
conta da toxicidade destes compostos; ja a eletrofloculacdo e a bio-
floculag@o, por exemplo, ndo apresentam este inconveniente, assim
como a floculac@o obtida por variacdo no pH.*
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Ha ainda métodos de floculacgio alternativos eficientes como,
por exemplo, a biofloculagdo mediada por bactérias, cujo percentual
de recuperac@o da biomassa pode chegar a 90%.% Entre os agentes
floculantes alternativos, que atendam aos requisitos de baixo custo
de obtencdo, baixa toxicidade e facil disponibilidade, a semente de
Moringa demonstrou ser uma boa op¢do. Em ensaios de floculagio
com Chlorella vulgaris, foi obtido um percentual de diminuicdo da
densidade 6tica (em 730 nm) de 83%, para uma concentraciio de
0,1 g L' de semente triturada adicionada diretamente a cultura.®' O
percentual de diminui¢@o da densidade 6tica (em 730 nm) representa
indiretamente o percentual de floculacio.

E importante também avaliar o efeito do floculante utilizado
na composicio em 4acidos graxos do dleo da microalga obtido. Foi
verificada uma diferenga no perfil em dcidos graxos das microalgas
Nannochloropsis oculata e Thalassiosira weissflogii quando flocula-
da por hidréxido de sédio e pelo floculante Magnafloc LT-25, e por
hidréxido de sédio com o floculante Flopam.®

Enfim, entre os processos existentes para a separagdo da biomassa
microalgal com vistas a pré-concentragdo para redugdo dos custos
das etapas subsequentes, a floculagdo tem sido escolhida como o
processo mais vantajoso devido a menor demanda energética.®® Para
a produgdo em grande escala, no entanto, ainda existe a necessidade
de desenvolvimento de processos energeticamente eficientes e com
menor custo.

Ap6s a separagdo da biomassa microalgal do seu meio de cresci-
mento, algumas vezes s30 necessdrios outros processos com o objetivo
de melhorar a eficiéncia da etapa de extragdo do dleo, a qual € muito
importante para a producdo de biodiesel. Estes processos consistem
na ruptura da estrutura celular (ultrassom, micro-ondas, autoclave,
homogeneizagao a altas pressdes, moinho de pérolas etc.), seguida
de secagem (aquecimento, resfriamento, spray) e reducio do tama-
nho das particulas (moagem e peneiragio). Halim e colaboradores®
publicaram um excelente artigo de revisao sobre métodos de extragio
de dleo de microalgas para a produgdo de biodiesel, em que discu-
tem a importancia destas etapas de pré-tratamento para uma melhor
eficiéncia durante a extrag@o do dleo.

EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO OLEO

A extragdo do 6leo de microalgas representa uma etapa de alta
demanda energética, pois, na maioria das vezes, € necessdria a re-
mocio da dgua (meio de cultivo). Esta etapa pode representar, junta-
mente com a etapa de separagdo da biomassa (colheita), uma parcela
significativa na viabilidade econdmica do processo de produgdo de
biodiesel, estes custos podem variar de 3,3 a 30%, dependendo da
morfologia das espécies e do tipo de cultivo.®

Diversos tipos de lipideos sdo produzidos pelas microalgas e a
distribuicao destes nas células depende da espécie, assim como das
condigdes de cultivo.* Estes lipideos incluem fosfolipideos, glicoli-
pideos, mono-, di- e triacilglicerdis, dentre outros.®’ Dentre os tipos
de lipideos extraidos das microalgas apenas os triacilgliceréis sio fa-
cilmente convertidos em biodiesel pelo método de transesterificagao,
o mais adotado comercialmente. Diversos autores tém trabalhado na
prospeccdo de microalgas adequadas para a produgdo de biodiesel e
para isso concentram seus trabalhos, além do cultivo, da colheita e
separacdo das microalgas, nos processos de extracio e caracterizagao
da frago lipidica extraida.®®

Diante deste contexto, o método de extrac@o de lipideos da bio-
massa microalgal para este fim deve ser o mais especifico e seletivo
possivel, a fim de minimizar a extragdo das fra¢des ndo lipidicas e
maximizar as fragdes desejadas.®” Alternativamente, as fragdes ndo
lipidicas coextraidas (proteinas, polissacarideos e pigmentos) podem
ser aproveitadas nas industrias de formacos e alimentos, o que pode
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representar beneficios econdmicos para viabilizar a produgdo de
biodiesel.

Procedimentos consagrados para extragao de dleo de sementes ve-
getais, tais como prensagem e extracio por solventes quimicos, além
da combinac¢ao dos dois métodos, t&ém sido adaptados as microalgas.
Outros métodos também t&€m sido avaliados em escala de laboratdrio:
extragdo com CO, em estado supercritico,” extragdo com enzimas,”!
extracdo assistida por ultrassom’ e por micro-ondas.”

A composi¢do dos lipideos extraidos de microalgas depende em
parte do solvente empregado na sua extra¢do.®* Assim, a técnica de
extracdo € fundamental ndo apenas para o processo produtivo, mas
também para a avaliacio da qualidade do 6leo.

Meétodos gravimétricos baseados na extracdo com hexano em
Soxhlet ou no método de Bligh e Dyer (extragdo com mistura cloro-
férmio/metanol) sdo comumente empregados para determinacdo do
teor de lipideos totais.”* Ambos os métodos utilizam o principio da
difus@o para remocao dos lipideos. Dentre os solventes, ou mistura
destes, que podem ser empregados na extragao, o etanol apresenta alta
eficiéncia de extragdo, mas diversos contaminantes polares podem
ser extraidos, tais como, sais, aminodcidos, agucares, pigmentos e
proteinas hidrofébicas.” De forma geral, apds a extragio sio obtidos
os lipideos totais, que compreendem dcidos graxos, hidrocarbone-
tos, esteroides, acilglicerdis, pigmentos e os glico- e fosfolipideos.
Os lipideos neutros, que sdo a fragdo conversivel em biodiesel, sdo
obtidos pela redissolucdo dos lipideos totais em hexano, seguida da
filtracdo em carvido ativado para remocdo de pigmentos.” Apds a
eliminagdo do solvente por evaporagdo, a massa dos lipideos neutros
¢ entdo determinada.

Tém sido realizados estudos com o emprego de extra¢do assistida
por ultrassom ou micro-ondas, buscando-se 0 maximo de remogao
dos lipideos.” As ondas sdo aplicadas como método de rompimento
das células, promovendo um maior contato do seu contetido interno
com o solvente extrator. Balasubramanian e colaboradores™ realiza-
ram comparagdes entre extracdes utilizando hexano como solvente
extrator, com e sem irradiacdo de micro-ondas. Segundo os autores,
a extragdo assistida por micro-ondas possibilitou uma maior recupe-
racdo de lipideos, com uma maior propor¢ao de dcidos graxos poli-
-insaturados. Foram também realizadas comparacdes entre métodos
de rompimento celular,” incluindo, além de micro-ondas e ultrassom,
a moagem com nitrogénio liquido e lise enzimatica. Os resultados
apontaram uma melhor eficiéncia para a moagem com nitrogénio,
seguida da lise enzimdtica. Uma avaliacdo quanto a viabilidade
econdmica deve, contudo, ser realizada, principalmente no que diz
respeito a obtengdo das enzimas.

Estimativas mais rdpidas para quantificac@o de lipideos neutros
intracelulares in vivo podem ser obtidas por citometria em fluxo,
utilizando o corante vermelho do Nilo.” Esta técnica baseia-se na
medida da fluorescéncia do corante dissolvido em lipideos neutros
e da fluorescéncia da clorofila, com picos de emissdo em 570 e 675
nm, respectivamente. Por se tratar de um método rdpido e menos
laborioso, tem sido muito empregado para selecdo de espécies de
algas de alta produtividade em triacilgliceréis.”

A avaliag@o dos triacilglicerdis quanto a sua composi¢ao em
acidos graxos € de fundamental importancia, dada a influéncia destes
sobre propriedades do biodiesel como: a viscosidade cinemadtica, a
massa especifica, o ponto de entupimento de filtro a frio e a estabili-
dade oxidativa. A composicdo em dcidos graxos varia com a espécie
da microalga, podendo diferir no tamanho da cadeia carbonica e/ou
na presenca e na quantidade de insaturacdes. Os dcidos graxos mais
comuns possuem de 16 a 18 dtomos de carbono na cadeia da carbo-
xila.% Usualmente, a caracterizagio de 6leos e gorduras quanto aos
acidos graxos € realizada por cromatografia a gis (CG) com detecgio
por ioniza¢do com chama. Na andlise, tanto os acilglicerdis quanto os
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dcidos graxos livres sdo previamente derivatizados por metanélise a
alquilésteres mais volateis, resultando em picos com excelente perfil
e resolucdo. Usualmente, a metandlise € realizada na presenga de
catalisadores dcidos como HCI, H,SO, e BF,. Catalisadores bdsicos
podem ser empregados, propiciando um menor tempo de reacio,
contudo, ao contrario dos catalisadores acidos, estes sao desativados
se dgua e dcidos graxos livres estiverem presentes em quantidades
aprecidveis.®!

Na caracterizagcdo, comumente sdo usadas colunas capilares
polares,® que promovem uma maior resolugdo dos ésteres. Como
padrdes internos, ésteres metilicos de dcidos graxos de cadeia impar
sdo muito empregados pelo fato de serem raros, evitando-se assim
sobreposicao de picos. Seguindo este raciocinio, 0 método cromato-
grafico EN ISO 14103, recomendado pela Resolug@o n° 14 de 2012
da ANP, utiliza o heptadecanoato de metila como padrdo interno
para determinag@o do teor de ésteres em biodiesel. Vdrios trabalhos,
no entanto, apontam a presenga de dcidos de cadeia impar em 6leos
de microalgas, a exemplo dos C11:0, C13:0, C15:0, C15:1, C17:0
e C17:1.% Exemplos da caracterizagdo de dleos de microalgas sdo
apresentados na Tabela 4. Se o heptadecanoato de metila estiver
presente no biodiesel e dependendo da sua concentragdo, o teor
de ésteres poderd ser subestimado.® E prudente, portanto, realizar
antecipadamente uma andlise qualitativa para que se possa escolher
um padrio interno adequado.

Tabela 4. Teores de dcidos graxos em 6leos de diferentes microalgas

Acidos Spirulina . Duna! iella
oraxos platensis-1 Achnanthes sp. S. nidulans sNalma
(frac@o neutra)
C8:0 3,72 --- -
C11:0 1,06 - -
Cll1:1 1,65 --- -
C12:0 0,84 --- ---
C13:0 0,72 --- 4,27
Cl14:0 nd 7,0 1,48
C15:0 0,70 1,5 0,08 ---
Cl15:1 1,26 --- -
Cl16:0 42,30 30,4 0,73 24,12
Cle:1 1,00 45,0 36,04 5,73
Cl6:2 2,43 --- 0,86
C17:0 0,45 --- 8,18 ---
Cl17:1 nd --- 2,73 1,11
C18:0 0,95 0,6 0,78 13,26
Cl18:1 1,97 0,94 16,9 7,17
C18:2 16,18 1,0 3,53 8,60
C18:3 20,06 0,5 17,82 30,33
C20:2 0,94 --- 7,64 ---
C20:5 --- 12,3 0,10 -
C24:0 0,90 0,8 0,09 -—-
Referéncias 85 86 87 88

Outra restricao estd relacionada com a quantidade de carbonos
ativos presentes na molécula. Como o carbono da carboxila do
éster nao contribui para a resposta no FID, a quantidade relativa de
carbonos ativos diminui a medida que reduz a massa molar do éster,
resultando em respostas diferenciadas para os ésteres.® Neste caso,
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fatores de correcao tedricos, propostos por Ackman e Sipos,” podem
ser utilizados para corre¢do das dreas dos picos no cromatograma,
contudo esses s sdo vélidos quando se utiliza injecio on-column.
Diferencas acentuadas poderdo ser observadas quando se utiliza
inje¢do do tipo split para amostras de 6leos (ou biodiesel), que
apresentem quantidades significativas de dcidos graxos com cadeias
menores que C14 e maiores que C24.*° Misturas de dcidos graxos,
cujas massas molares variam enormemente, resultardo numa ampla
faixa de volatilidade e, consequentemente, ocorrerd discriminagio
de compostos durante a inje¢@o split, acarretando na introducdo de
uma fracdo ndo representativa da amostra na coluna cromatografica.

A cromatografia a gds com deteccdo por espectrometria de
massa € frequentemente empregada na caracterizaciio de 6leos e
gorduras.” A identificagdo dos dcidos graxos € realizada tanto pela
comparac¢io com os tempos de retencio dos alquil ésteres, como pela
fragmentacdo no espectro de massa. Para este fim, misturas padrdes
de ésteres metilicos, comercialmente disponiveis, sdo amplamente
empregadas. Estes padroes de ésteres também sdo utilizados para
obtengdo de fatores de respostas experimentais a serem empregados
em andlises quantitativas.®?

PRODUCAO DO BIODIESEL

A produgio de biodiesel de 6leo de microalgas, a priori, envolve
as etapas de extragdo dos lipideos da biomassa microalgal, a remocao
do excesso de solvente e a producdo de biodiesel por transesterificagdo
catalisada, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo,
por bases ou dcidos ou enzimas, usando catalisadores homogéneos
ou heterogéneos.”® Outras alternativas podem ser a esterificaco,
esterificacdo seguida de transesterificag@o, hidroesterificacio ou,
ainda, a realizacio da extracdo do 6leo e transesterificagdo em uma
unica etapa, também conhecida como transesterificagdo in situ. Estes
processos podem ser conduzidos ainda com a aplicagdo de ultrassom
ou micro-ondas.”*

A transesterificagdo também pode ser conduzida na auséncia de
catalisador, usando condigdes supercriticas de dlcool. Este processo,
no entanto, apesar de conduzir a um menor tempo de reagao e redu-
zir significativamente os processos de separagdo e purificagdo dos
produtos, requer altas temperaturas e pressdo, onerando em termos
materiais e energéticos.”

Miao e Wu, ao utilizar 6leo de microalgas, observaram que
catalisadores alcalinos convencionais ndo eram adequados para a sua
transesterificacdo, provavelmente devido ao elevado indice de acidez
do 6leo (8,97 mg KOH g), que conduz a reacdes secunddrias, como a
saponificac@o. Os autores realizaram experimentos para determinar as
condicdes ideais para a transesterificacdo dcida de 6leo de microalgas.
Utilizou-se o 6leo da microalga Chlorella protothecoides, obtida em
cultivo heterotréfico. O rendimento e a densidade do biodiesel foram
avaliados, sob diferentes temperaturas e quantidades de catalisador
(com base no peso de 6leo). Economicamente, a combinacdo do
processo com 100% de catalisador quanto a massa do 6leo e tempe-
ratura de 30 °C foi a condic@o mais favordvel, pois neste caso o custo
de producdo foi inferior a alternativa de uso do catalisador H,SO,
em alta temperatura por um longo tempo. Foram estudados ainda os
efeitos da variagdo na razdo molar metanol/6leo sobre o rendimento
e a densidade do biodiesel. Foram obtidos rendimentos de 68 e 63%
em biodiesel na razdo molar 45:1 e 56:1, respectivamente.

A mesma espécie, Chlorella protothecoides, foi estudada por Xu
e colaboradores,* para a produgéo de biodiesel através da reagio de
transesterificagdo. Neste experimento, aplicou-se a técnica de controle
metabdlico através do crescimento heterotréfico, sendo alcancado
um teor de lipideo bruto de 55,2% na biomassa algal. As células
foram colhidas por centrifugaciio e passaram por secagem a frio. A
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extragdo do dleo foi realizada com solvente n-hexano e o biodiesel foi
obtido por transesterificagdo dcida. Foram determinadas as seguintes
propriedades do biodiesel obtido: densidade, viscosidade, ponto
de fulgor, ponto de entupimento de filtro a frio, indice de acidez e
poder calorifico. Estes resultados sdo mostrados e comparados com
a Resolugdo vigente da ANP (Tabela 5).

Tabela 5. Comparagao das propriedades do biodiesel de 6leo de microalgas
obtido por Xu e colaboradores®® com os pardmetros da Resolu¢do ANP para
o biodiesel

Biodiesel de 6leo Resolugao ANP

Propriedades de microalgas 14/2012
Massa especifica a 20 °C (kg m™) 0,864 850-900
Viscosidade cinematica a40 °C (mm?s™) 5,2 3,0-6,0
Ponto de fulgor (C°) 115 Min.100
Indice de acidez (mg KOH g ) 0,374 Max. 0,50
Poder calorifico (MJ kg™) 41 -

Buscando superar as limitagdes da etapa de extracdo do dleo
de células de microalgas, Johnson e Wen*® avaliaram o potencial de
producio de biodiesel a partir da microalga Schizochytrium limacinum
através da transesterificacdo in situ da biomassa algal, utilizando
como solventes cloroférmio, hexano ou éter de petrdleo. Produziu-
se biodiesel através de dois métodos: extra¢do do 6leo das células
de microalgas, seguida por transesterificagdo, e transesterificacao
direta (in situ) da biomassa microalgal. Os autores obtiveram o maior
rendimento em biodiesel, quando utilizaram a transesterificacio
direta. Os principais €steres metilicos de acidos graxos contidos no
biodiesel foram ésteres de dcido miristico (C14:0), dcido palmitico
(C16:0), dcido docosapentaenoico (C22:5) e dcido docosa-hexaenoico
(C22:6). O biodiesel obtido por este processo foi avaliado quanto a
sua qualidade. Os parametros glicerol livre, glicerol total, indice de
acidez, corrosividade ao cobre, ponto de fulgor, material particulado,
viscosidade e sabdo obedeceram aos limites estabelecidos pela norma
da American Society for Testing and Materials (ASTM); no entanto,
os valores para dgua e sedimentos e o teor de enxofre ndo ficaram
enquadrados nesta norma.

Vargas e colaboradores®” realizaram a metandlise in situ usando
as espécies Nannochloropsis oculata a 80 °C por 2 h, e concluiram
que o processo apresenta um balango energético de 1,17, compara-
tivamente maior que o balanco energético obtido para o processo de
producdo de biodiesel de soja e de girassol, que apresentam valores
de 1,06 e 1,12, respectivamente.

Whahlen e colaboradores® avaliaram a influéncia do teor de dgua
residual na biomassa microalgal na cinética da transesterificacio
direta e, conforme se esperava, constataram que quanto maior o teor
de dgua, menor o rendimento em ésteres, ressaltando a importancia
do processo de secagem.

A tecnologia de transesterifica¢do in sifu em duas etapas para a
producdo de biodiesel também foi avaliada por Xu e Mi,” a partir
da Spirulina (biomassa seca), usando-se um cossolvente. Foram
avaliados os seguintes cossolventes: tolueno, diclorometano e dieti-
léter, bem como as seguintes combinacdes: éter de petrdleo:tolueno,
tolueno:metanol e diclorometano:metanol. Dentre as opcdes avalia-
das, o sistema tolueno:metanol na proporcéo 2:1 levou a uma maior
eficiéncia, com rendimento em biodiesel de 76% no primeiro ciclo de
transesterificagdo in situ e 10% no segundo ciclo. Convém salientar
que as condicdes utilizadas pelos autores (temperatura ambiente,
1 min de agitacdo e 1 h de reacdo sem agitag@o) caracterizam este
processo como pouco demandante em energia quando comparado
com o processo de transesterificacio homogéneo alcalino.
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Como ja mencionado anteriormente, a producdo de biodiesel
também pode ser conduzida com o uso de catalisadores heterogéne-
os. Esta tecnologia possibilita a reduc@o significativa das etapas de
purificacdo dos produtos (biodiesel e glicerina), uma vez que permite,
ao contrdrio do processo que usa catalisadores homogéneos, a facil
separagdo dos produtos e ainda a reutilizacio do catalisador sélido
ao longo de sua vida ttil, com consequente reducdo da geracdo de
efluentes. Nos ultimos anos, varios autores avaliaram s6lidos como
potenciais catalisadores heterogéneos para a producgdo de biodiesel
e foram publicados excelentes artigos de revisao.'®

Um processo continuo que usa catalisador heterogéneo e diferen-
tes espécies de microalgas foi estudado por Brian e colaboradores. !
Este processo, comercialmente conhecido como processo Mcgyan®,
utiliza microesferas de 6xido de titdnio poroso nas condi¢des super-
criticas do metanol e permite a condu¢@o simultanea das reacdes de
transesterificacio dos triacilglicerideos e da esterificagao dos dcidos
graxos livres em ésteres metilicos com eficiéncia de até 85%.

Li e colaboradores® realizaram a extrac@o e transesterificagdo
simultanea do 6leo da microalga Nannochloropsis sp. por 4 h a 65
°C, em um extrator Soxhlet modificado para possibilitar a colocagao
do catalisador heterogéneo basico Mg—Zr, preparado por coprecipi-
ta¢do, em um leito fixo. A mistura metanol-diclorometano foi usada
no processo. Para efeito de comparacio, os autores realizaram o
processo em duas etapas, ou seja, extracdo por 4 h a 65 °C, seguida
pela remogdo do excesso de solvente. Depois, o 6leo extraido foi
transesterificado por 4 h a 65 °C, com metanol sob refluxo e 10%
em massa de catalisador relativo a biomassa microalgal seca. O
processo em uma etapa resultou num maior rendimento em éster do
que o processo em duas etapas e, segundo os autores, ainda possui
a vantagem adicional de consumir menos energia, com consequente
redugdo dos custos totais.

Esteres metilicos obtidos a partir da transesterificacio (razdo
metanol:6leo 6:1, tempo de reac@o de 1 h, temperatura de 60 °C e 1%
m/m de KOH) do 6leo da microalga C. protothecoides apresentaram
na composi¢ao aproxidamente 90,75 ésteres de insaturados e, conse-
quentemente, um excelente valor de temperatura de entupimento a
frio (-13 °C) e uma baixa estabilidade oxidativa (4,5 h).'*

ASPECTOS AMBIENTAIS

O desempenho ambiental dos biocombustiveis e seus aspectos
técnico-econdmicos tém sido considerados de forma crescente como
um elemento essencial no desenvolvimento de novos processos e
produtos nesta drea. Sua importancia estd diretamente relacionada a
necessidade de identificar aspectos criticos e as melhores alternativas
tecnoldgicas do ponto de vista ambiental, bem como avaliar se, e em
que medida, os impactos ambientais associados aos biocombustiveis
sdo menores do que os impactos causados pelos seus concorrentes
de origem fo6ssil.

Vidrios aspectos ambientais tém sido propostos nos dltimos anos
para avaliar o desempenho ambiental dos biocombustiveis, com
destaque para: o balango energético (input e output), 0 consumo
de recursos naturais ndo renovaveis, o consumo de dgua, o impacto
sobre os solos e a biodiversidade, a emissdo de gases provocadores
do efeito estufa (GEE) e a emissdo de diversos outros poluentes para
a atmosfera, o solo e a dgua.'®

Dentre as metodologias utilizadas para avaliagdo do desempenho
ambiental de processos e produtos tem se destacado, nos dltimos
anos, a avalia¢@o do ciclo de vida (ACV), uma ferramenta especifi-
cada pelas normas ISO 14040 e 14044. A ACV € uma ferramenta de
gestdo ambiental que se enquadra no ambito da ecologia industrial,
sendo definida como uma técnica quantitativa para determinar os
potenciais impactos ambientais associados a um produto ou servico,
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compreendendo etapas que vio desde a extracdo de matéria-prima da
natureza, que entra no sistema, a disposi¢ao final de residuos. Esta
quantificacd@o € realizada a partir de um inventdrio das intervencdes
ambientais relevantes em todo o ciclo de vida desse produto ou servi-
¢o. Em inglés usa-se a expressio cradle-to-grave, do ber¢o ao timulo,
para reforgar a intengio de uma abordagem completa e sistémica.!*

No caso especifico de tecnologias novas em processo de desenvol-
vimento, como os biocombustiveis produzidos a partir de microalgas,
a ACV possibilita a identificacio de gargalos tecnoldgicos e oferece
um suporte no desenvolvimento de produtos, processos e servigos que
apresentem caracteristicas eficientes do ponto de vista energético e
favordveis do ponto de vista ambiental, caracterizando o que tem sido
denominado internacionalmente por ecodesign (consiste na redugio
dos impactos ambientais de todo o ciclo de vida através de melhorias
na concepg¢do de produtos).

Uma revisdo dos estudos de ACV para a produ¢do do biodie-
sel'® desde a década de 90 aponta convergéncias quanto ao balango
energético favoravel, apresentando valores na faixade 1,5 a 5,0 (uma
unidade de energia investida no sistema produz até cinco unidades
de energia), tendo sua varia¢do associada as diferentes matérias-
-primas, intensidades no uso de insumos agroquimicos e cendrios
de coprodutos.

Apesar da grande varia¢do nos resultados quanto ao potencial
do biodiesel na redugio da emissdo de gases provocadores do efeito
estufa (GEE), um grande nimero de estudos indica redugdes entre
40 e 85%, quando se utiliza o biodiesel em substitui¢do ao diesel
f6ssil. Por outro lado, alguns estudos séo desfavordveis ao biodiesel,
quando se consideram as emissdes diretas e indiretas da mudanga
no uso da terra.'® Com relac@o as emissdes para a atmosfera, dgua e
solo destacam-se as emissdes de gases acidificantes e eutrofizantes.
Nas duas categorias, a maioria dos estudos aponta uma desvantagem
para o biodiesel, quando comparado ao diesel fdssil.!"”

O desenvolvimento tecnolégico da produ¢@o de matérias-primas
para o biodiesel tem-se direcionado para aquelas que nao concorrem
com usos ndo energéticos e que possuem maior eficiéncia energé-
tica e compatibilidade ambiental no uso dos recursos naturais. As
microalgas tém sido apontadas como alternativas as oleaginosas de
cultivo terrestre, como matéria-prima para a producio de biodiesel,
especialmente devido a sua elevada produtividade por unidade de
drea e por ndo apresentarem concorréncia no uso do solo para a
producdo de alimentos.'® Por outro lado, a elevada demanda por
energia, fertilizantes e CO, pode limitar as vantagens comparativas
desta alternativa.'”

Balangos de energia e de GEE realizados por Khoo e colabora-
dores'!? para diferentes cendrios de producao de biodiesel, utilizando
o sistema integrado fotobiorreator-raceway para o cultivo de micro-
algas, em Cingapura, obtiveram resultados desfavordveis do ponto
de vista energético, com uma demanda total de energia de 4,44 MJ
por MJ de biodiesel, sendo 13% desta energia para a produgdo de
biomassa, 85% para a extraciio de lipideos e 2% para a produgio
de biodiesel. Os estudos de sensibilidade apontaram que no melhor
cendrio, com otimizacdo do uso da energia e contetido de lipideos
(45% peso seco) na biomassa algal, pode-se alcangar uma redugdo
no consumo de energia para 1,3 MJ por MJ de biodiesel, mas que
ainda é desvantajosa. Em concordancia, Jorquera e colaboradores'!!
encontraram valores de consumo de energia elevados e, portanto,
desfavordveis para a produ¢@o de biomassa algal em tanques do tipo
raceway e fotobiorreatores tubulares e de placas planas, ressaltando a
necessidade de aumentar o conteudo lipidico da biomassa algal para
aumentar a eficiéncia energética do processo.

Lardon e colaboradores,!'? utilizando uma ACV comparativa,
estudaram o balango energético e os impactos ambientais de cend-
rios para a producdo de biodiesel a partir de microalgas, baseados
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em resultados de laboratério, extrapolados para instalacdes de porte
comercial. A melhor alternativa, o cultivo com déficit de nitrogénio e
acolheita timida, foi entdo comparada ao ciclo de vida do biodiesel de
diferentes oleaginosas terrestres e do 6leo diesel. Comparativamente,
o cendrio de microalgas demonstrou ser a pior op¢@o nas categorias
ambientais: radiagdo ionizante, oxidacio fotoquimica e toxicidade
marinha, e a segunda pior na categoria esgotamento de recursos
naturais abidticos. Por outro lado, foi favordvel nas categorias de
impacto: eutrofiza¢do, mudanga no uso da terra, acidificacio, toxi-
cidade humana e destruicio da camada de ozonio.

Lardon e colaboradores!'? concluiram que, nas condi¢des
propostas, o biodiesel de microalgas ainda ndo ¢ uma alternativa
ambientalmente favordvel, mas com possibilidades de melhorias
para reduzir a maior parte dos impactos identificados no estudo. Os
seguintes aspectos sdo apontados como relevantes para a otimiza-
¢do: microalgas que mantenham altos teores de lipideos com taxa
de crescimento sustentado, métodos de extracdo energeticamente
eficientes, recuperacdo de energia e de nutrientes dos coprodutos e
residuos do ciclo de vida do biodiesel, dentro do conceito de bior-
refinarias integradas, visando o melhor aproveitamento dos recursos
naturais e energéticos, com a minimizagdo de perdas e de geracdo
de residuos. Resultados obtidos por diversos autores corroboram os
resultados obtidos por Lardon e colaboradores, com destaque para
Collet e colaboradores'™ e Xu e colaboradores,'”® que apontam a
importancia da utilizacdo de nutrientes, dgua e CO, residuais de
outros processos.

Campbell e colaboradores'* realizaram um estudo de emissdes
de GEE, com base na ACV, comparando o biodiesel de microalgas
cultivadas em tanques abertos com o biodiesel de canola e o diesel
de baixo teor em enxofre. Os resultados indicaram vantagens para o
biodiesel de microalgas para todos os cendrios de fornecimento de
CO,, em comparagdo com os outros dois combustiveis.

Harto e colaboradores'" realizaram ACV comparativa para avaliar
o consumo de dgua de diferentes biocombustiveis propostos como
alternativa para reducdo das emissdes de gases estufa no setor de
transporte. Os resultados indicaram um elevado consumo de dgua para
a maioria dos biocombustiveis, com destaque para os produzidos a
partir de cultivos agricolas terrestres e de microalgas produzidas em
sistemas abertos, em regides semidridas. Os autores ressaltam que
a adocdo em larga escala dessas tecnologias pode ter um impacto
significativo sobre a demanda global de dgua.

Delrue e colaboradores''® avaliaram comparativamente a in-
fluéncia de diferentes parimetros sobre o desempenho energético
(razdlo de energia liquida), ambiental (pegadas de carbono e de dgua)
e econdmico (custos) da produgdo de biodiesel de microalgas. O
cultivo em tanques abertos foi a op¢ao de menor custo e emissao de
GEE, enquanto os fotobiorreatores se destacaram pelo baixo consu-
mo de dgua. O balango de energia, porém, foi equivalente nas duas
alternativas. Com relagdo aos demais processos (secagem, extraciao
e aproveitamento de coprodutos) destacaram-se a secagem em leitos,
comparada com o uso de centrifugas, filtro prensa e secador solar; o
uso do DME (éter dimetilico) em comparacdo ao uso do hexano e, a
biodigestao, comparada a gaseificacao.

Conclui-se que os principais aspectos ambientais favoraveis a
produgdo de biodiesel a partir de biomassa algal sdo o seu elevado
potencial fotossintético e, por consequéncia, sua elevada capacidade
de produgao de bioenergia por unidade de drea, em comparag¢do com
outras fontes de biomassa. Por outro lado, os principais desafios
encontram-se associados a busca de sistemas otimizados para elevar
aproducdo de biomassa e o contetido de lipideos, o desenvolvimento
de tecnologias de colheita e secagem da biomassa algal energetica-
mente eficientes, aproveitando calor residual e/ou excedente de outros
processos produtivos. A integragdo com outros processos produtivos
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deve considerar aspectos sinérgicos, como o aproveitamento de nu-
trientes e de CO,, resultando na redugdo da demanda energética e na
mitiga¢do dos impactos ambientais.

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do forte interesse dos atores econdmicos e cientificos, até
agora ndo se tem conhecimento da existéncia de nenhuma instalacéo
industrial para a produ¢do de biodiesel a partir de microalgas. No
entanto, hd iniciativas importantes no sentido de alcangar a viabilidade
econdmica e ambiental, o que constitui um dos principais desafios
para a implementacdo em larga escala de biocombustiveis a partir de
microalgas. Os custos de produgdo variam significativamente com a
escala e o sistema de producdo. As etapas de separag¢@o das microal-
gas e de extrac@o dos 6leos s@o onerosas devido a alta demanda por
energia e os custos de capital envolvidos.!'”

Ha pesquisas em andamento em varios paises, visando o desenvol-
vimento de sistemas de produgdo de biodiesel a partir de microalgas a
custos vidveis. Pesquisadores chineses do Departamento de Ciéncias
Biolégicas e Biotecnologia da Tsinghua University, em Pequim,
citados diversas vezes nesta revisdo, t€m estudado a producdo de
biodiesel a partir da espécie Chlorella protothecoides, em crescimento
heterotréfico, utilizando fontes de carbono organico mais baratas em
substituicdo a glicose, e em todos estes trabalhos os resultados se
mostraram promissores.''

Na mesma linha de estudos, pesquisadores da Virginia Polytechnic
Institute and State University (EUA) inovaram utilizando glicerol
bruto derivado de usinas de biodiesel como fonte de carbono de
baixo custo para o cultivo heterotréfico da espécie Schizochytrium
limacinum e, produzindo biodiesel a partir desta microalga através
de uma transesterificagdo direta (ou in situ) da biomassa algal.'"* No
processo de baixo custo, produziu-se biodiesel de qualidade, com
bom rendimento e, ainda, fechando um ciclo ao possibilitar o uso do
principal coproduto da industria de biodiesel.

Acerca dos aspectos ambientais, os diversos autores recomendam
que, para a producio em grande escala, devem ser consideradas as
seguintes melhorias: (i) a escolha das espécies de microalgas que
mantenham altos teores de lipideos com taxa de crescimento sus-
tentado, (ii) a instalagdo de métodos de extragdo energeticamente
eficientes e (iii) a recuperacdo de materiais, energia e nutrientes
contidos nos subprodutos, como parte do conceito de biorrefinarias
integradas. Estudos de andlises de ciclo de vida tomando como base
as tecnologias atuais mostram limitacdes quanto ao balanco energético
e mitigacdo dos gases do efeito estufa.'

A Ficologia Aplicada progrediu muito nos ultimos anos, mas
grandes problemas e incertezas permanecem sem resposta. A razdo
mais importante, claramente notada em eventos e reunides desta drea,
¢ o esfor¢o individual isolado, com poucas agdes cruzadas, troca de
know-how e projetos conjuntos. O interesse na bioenergia e o potencial
das microalgas como fonte de combustivel pode e deve proporcionar
uma oportunidade para um esfor¢o multi-institucional comum.

No Brasil, as iniciativas referentes ao tema vém se multiplican-
do. No Congresso da Rede Brasileira de Tecnologia de Biodiesel
houve um expressivo aumento no nimero de publicagdes: do 1°
Congresso realizado em 2006 (uma unica publica¢do!'?) para o 5°
Congresso (34 publicagdes'”) realizado em 2012. Além da evolugio
do nimero de publicacdes, foram abordados nesse dltimo congresso
vérios temas envolvendo o uso de microalgas para a producio de
biodiesel (matéria-prima, produgdo, caracterizacdo e politicas).
Temos pesquisadores envolvidos nesta drea de norte a sul, desen-
volvendo projetos para a producdo de biodiesel. Sdo raras, porém,
as producdes comerciais de biomassa seca. Por outro lado, € cres-
cente o investimento do governo nestas pesquisas, incrementando
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a capacitagdo de vdrios grupos de pesquisa, o que tem permitido
avangos que possibilitardo a expansio da produgdo de lipideos em
grande escala nos préximos 10-15 anos.'"
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