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RESUMO

A demanda crescente por combustiveis, somada ao objetivo mundial de reduzir a
emissdo de gases causadores do efeito estufa e as investidas para diminuir a dependéncia
do petroleo geram a necessidade de desenvolver e aprimorar solu¢des mais limpas e
renovaveis, como por exemplo, o bioetanol. No entanto, a maior parte da produgdo
mundial de etanol advém da cana-de-agticar e do milho existindo a preocupagao, agravada
pelo crescimento da populagdo mundial, do uso de terras araveis e alimentos para outros
fins que ndo sejam alimentares. Para atender essa preocupagao foi desenvolvido o etanol
2@, produzido utilizando biomassa lignoceluldsica, mas visto a baixa produtividade de
etanol a partir desse material, vislumbra-se a produc¢do de etanol de terceira geragdo (3G),
a partir da biomassa de microalgas, ja que essas possuem rapido crescimento, grande
potencial de conversdo em energia e permitem produgdo ininterrupta de matéria-prima.
Assim, pela potencialidade encontrada nas microalgas e pelas dificuldades na
implementagdo industrial da producdo de etanol a partir dessa fonte, este trabalho visa
realizar um panorama sobre a produgdo de etanol 3G. Existem estudos sobre diversas
microalgas que podem ser utilizadas na producdo de etanol, sendo de grande importancia
a selecdo da microalga mais adequada, assim como, aprimorar e definir criteriosamente
os métodos mais vantajosos para cada etapa de produgdo, para viabilizar a execucdo desse
processo em grande escala de forma comercialmente competitiva. Algumas espécies com
alto teor de carboidratos, como as dos géneros Scenedesmus sp., Chlorella sp. e Spirulina
sp. sdo destacadas na literatura. Também, ¢ apontada a potencialidade dos sistemas
hibridos para o cultivo de microalgas em larga escala e a possivel utilizacdo da hidrolise
enzimatica para atingir maiores sacarificagdes sem a formacao de inibidores. Por fim, a
estruturacao de biorrefinarias ¢ indicada como a solug@o mais promissora para viabilizar

economicamente a produ¢do do etanol 3G.

Palavras-chave: Biocombustiveis; Terceira Gera¢do; Microalgas; Cianobactérias.
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1 INTRODUCAO

Desde a Revolugao Industrial ¢ a urbanizagdo, a sociedade industrializada demanda
quantidades cada vez maiores de combustiveis para atender as novas necessidades do cotidiano
da crescente populagdo e o funcionamento de equipamentos e maquinas industriais. As matrizes
energéticas foram se adaptando as fontes disponiveis, passando pela utilizacdo da madeira, do
6leo de baleia, do carvao mineral, mas foi a utilizagdo de derivados do petréleo que consolidou
o modelo industrial de produ¢do em massa (CARVALHO, 2008).

Ainda hoje, a maior parte da matriz energética mundial ¢ composta por fontes ndo
renovaveis, sendo aproximadamente 31,5% composta de petroleo e derivados e 26,9% de
carvao mineral (IEA, 2018). O uso continuo de combustiveis fosseis tem acarretado
consequéncias negativas ao meio ambiente e, nas ultimas décadas, existe uma preocupacio
mundial com o controle das emissdes de gases causadores do efeito estufa (GEE), que impedem
a dispersdo da radiacdo solar para a atmosfera, levando a um aumento gradativo da temperatura
média da Terra, denominado aquecimento global. Esse pode gerar fendmenos meteoroldgicos
cada vez mais extremos e danosos & humanidade.

Em fungdo dessas preocupacdes, em 1992, organizou-se a Convengao-Quadro das Nacoes
Unidas sobre Mudanga do Clima e, desde entdo, seus paises membros realizam conferéncias
periddicas para monitorar o cumprimento das metas anteriores e estabelecer novas metas e
medidas para reduzir as emissdes globais de GEE. Essas reunides sdo chamadas de
Conferéncias das Partes, na qual as na¢des firmaram alguns dos mais importantes acordos e
tratados internacionais para o controle do efeito estufa, como por exemplo, o Protocolo de
Kyoto e o Acordo de Paris (FREITAS et al., 2020).

Em 2015, no Acordo de Paris, foi delimitado um aumento de 2°C na temperatura média da
Terra até o final do século, sendo um dos objetivos principais a reducdo dos gases emitidos pela
queima de combustiveis fosseis (FURTADO et al., 2020). Porém, de acordo com Vital (2018),
na COP-24 foi divulgado que as emissoes de dioxido de carbono atingiram nivel recorde em
2018, sendo a combustiao de combustiveis fosseis a principal fonte de emissao.

Assim, devido a preocupagao mundial quanto aos niveis de emissao de dioxido de carbono
e dado, segundo Aditiya et al. (2016), que a combustdo de combustiveis fosseis corresponde
por mais da metade do mercado de energia do setor de transportes, a reducdo das emissoes de
dioxido de carbono nesse setor tem impacto significativo, principalmente no Brasil, onde a
maioria dos produtos ¢ transportada por via rodoviaria. Por essas razdes, ¢ necessario

desenvolver e aprimorar solugdes alternativas, como por exemplo, o bioetanol, que ¢ uma das
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formas mais efetivas de redugdo das emissdes de GEE associadas ao setor rodoviario
(FURTADO et al., 2020).

Além do fator ambiental, o uso de biocombustiveis também ¢é importante para a
diversificacdo das fontes energéticas, com a finalidade de reduzir a dependéncia energética e
econdmica de combustiveis fosseis, como o petréleo, de modo a ndo ser fortemente prejudicado
pelas bruscas variagdes de preco, conforme ocorreu com muitos paises durante as crises do
petroleo (1956, 1973, 1979, 1991 e 2008), quando o acentuado aumento no prego do petrdleo
no mercado mundial prejudicou a economia dos paises dependentes desse combustivel (SILVA
etal., 2021).

Foi para amenizar as crises do petréleo na década de 70, que o governo brasileiro, em 1975,
incentivou a produgdo de etanol por meio do Programa Nacional do Alcool (Prodlcool),
objetivando, inicialmente, a reducdo do consumo de petréleo ao se misturar etanol anidro a
gasolina e a partir de 1979, desenvolvendo carros com motores que funcionavam com bioetanol
hidratado sem a necessidade da adi¢ao de outro combustivel (ANDRADE et al., 2009). Este
programa ¢ considerado um projeto pioneiro de biocombustiveis e responsavel por iniciar o
desenvolvimento da conceituada industria sucroenergética nacional, atualmente, responsavel
pela segunda maior produgdo mundial de etanol (SILVA et al., 2020).

Os carros movidos a etanol hidratado tiveram grande aceitagdo e em 1985 cerca de 96%
dos automoéveis vendidos no Brasil eram movidos a esse combustivel, resultando em uma frota
de aproximadamente 4 milhdes de veiculos, a maior frota automotiva mundial movida com um
biocombustivel (CUNHA et al., 2015). No entanto, as industrias alcooleiras passaram por crises
apos a queda no preco do petrdleo e a retirada dos incentivos do governo a essas industrias. O
que gerou desconfianca a esse biocombustivel pela elevacdo dos pregos, diminuindo
drasticamente a venda de novos carros movidos a etanol, de forma a quase provocar o
desaparecimento do carro a alcool no pais. Para proteger os consumidores das variagdes que o
etanol e a gasolina estdo expostos, foi desenvolvida uma tecnologia pioneira no mundo, os
veiculos Flex, com motores capazes de funcionar tanto com gasolina quanto com bioetanol,
possibilitando a escolha pelo combustivel que melhor lhe atendesse no momento. Essa nova
tecnologia, auxiliou na retomada de uma maior utilizagdo de etanol combustivel (SILVA et al.,
2020).

Atualmente, para promover o crescimento da producdo e da participagdo de
biocombustiveis no abastecimento do setor de transportes, o governo brasileiro emprega a
Politica Nacional dos Biocombustiveis (RenovaBio — Lei n° 13576/2017), essa estimula

melhorias tecnologicas aumentando a produtividade e a reducdo de emissdes de GEE na
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producdo, comercializacdo e uso de biocombustiveis, a fim de cumprir os compromissos do
Acordo de Paris e conferir maior seguranca energética com a diversificacdo da matriz. Essa
Politica consiste na fixacdo periddica de percentuais obrigatorios de biocombustiveis que
deverdo ser consumidos no pais, combinados a emiss@o de créditos de carbono evitado (CBio).
Os créditos de carbono evitado sdo titulos financeiros emitidos, proporcionalmente ao volume
comercializado, pelos produtores de biocombustiveis. As metas definidas pelo Estado sdo
repassadas para as distribuidoras de combustivel, essas, de acordo com a sua participa¢do no
mercado, deverdo cumprir o percentual obrigatorio da distribuicdo de biocombustiveis ou
comprar Cbio na Bolsa de Valores correspondente ao déficit para atingir o percentual destinado
a ela (Instituto de Economia Agricola, 2017; SPG).

Parcialmente em func¢do da ampla utilizagdo de etanol, a matriz energética brasileira ¢ uma
das mais limpas do mundo, na qual 46,1% ¢ composta de fontes renovaveis, sendo 18% da
matriz gerada utilizando como biomassa a cana-de-agucar, principal biomassa empregada no
Brasil. Enquanto, no mundo, a participacdo de fontes renovaveis € bastante inferior, cerca de
13,9% (EPE, 2020).

Os Estados Unidos e o Brasil sdo, respectivamente, o primeiro e o segundo maior produtor
mundial de etanol e, em conjunto, sdo responsaveis por grande parte da produgdo mundial
(VIDAL, 2020). No entanto, a maior parte da producdo de etanol dos Estados Unidos advém
do milho, por ndo possuirem um clima tropical adequado para o cultivo da cana-de-agtcar
utilizada na producdo do etanol brasileiro. Essa alcanga altos rendimentos com baixos custos
de conversao resultando em aproximadamente sete mil litros de etanol por hectare, trés litros a
mais por hectare quando comparada ao milho (ADITIYA et al., 2016; SILVA et al., 2020).

O etanol produzido mundialmente ¢ majoritariamente de primeira geragdo (1G), obtido a
partir da fermentacdo dos agucares no caldo extraido diretamente da biomassa, como por
exemplo, da cana-de-agucar, do milho, da soja, do trigo. No entanto, devido ao uso da cultura
agricola para fins ndo alimentares, o ndo aproveitamento total da biomassa € bastante criticado,
principalmente em paises que possuem menor quantidade de terras ardveis e que utilizam
cereais como matéria-prima. Para atender essas criticas foi desenvolvido o etanol de segunda
geragdo (2@G), produzido utilizando a biomassa lignoceluldsica, tendo como foco a utilizagdo
de residuos agricolas, como por exemplo, o bagaco de sorgo, a palha do milho, o bagaco e a
palha da cana-de-agucar (BNDES; CGEE, 2008; SINDHU et al., 2016).

Entretanto, mesmo com o melhor aproveitamento da biomassa e a maior produgdo de
etanol sem a ampliacdo das areas cultivadas, ainda existem preocupacdes como os danos ao

meio ambiente causado pela atividade agricola e com o uso de alimentos para outros fins que
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nao sejam alimentares (SILVA et al., 2019). Assim, vislumbra-se, atualmente, a produgéo de
etanol de terceira geracdo (3G) a partir de biomassa de algas. J& que essas sdo consideradas uma
matéria-prima com grande potencial de conversdo em energia, além de possuirem rapido
crescimento, devido sua elevada eficiéncia de conversdo fotossintética e produgdo ininterrupta
de biomassa, uma grande vantagem frente a sazonalidade da cana- de-agticar (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

As algas também consumem baixa quantidade de dgua quando comparadas as matérias-
primas atuais, podem ser cultivadas em terras inadequadas para agricultura, com o uso de agua
residual e sem a aplicagdo de defensivos agricolas, consomem dioxido de carbono para seu
crescimento auxiliando na melhoria do ar, e possibilitam a recuperagdo de diversos subprodutos
de valor comercial, como pigmentos, ap6s a extracdo das fontes de actiicar (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Assim, pelo grande potencial encontrado nas algas e pelas dificuldades na implementagao
da produgdo de etanol a partir dessa fonte de maneira comercialmente competitiva, em funcao
do elevado custo de producdo, o etanol 3G ¢ o foco de estudo deste trabalho. Este trabalho
busca realizar uma revisdo geral, compilando estudos ja desenvolvidos, visando elucidar as
principais etapas de producdo, as algas mais promissoras assim como suas formas de cultivo, a
fim de avaliar as futuras perspectivas de produgdo e a possivel utilizacdo desse combustivel
para, juntamente com o etanol 1G e 2G, atenderem a maior demanda mundial por combustiveis

menos poluentes, sem a necessidade de ampliar a utilizacdo de terras araveis.
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2 ETANOL DE PRIMEIRA E SEGUNDA GERACAO

Os biocombustiveis sdo classificados em geracdes de acordo com a matéria-prima
utilizada, e cada uma das geracdes possui vantagens e desvantagens em relacao as demais. Para
melhor visualizagdo, a classificagdo dos tipos de biocombustiveis, assim como as vantagens e

desvantagens de cada geracgdo estdo apontadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Comparativo entre as geragdes de biocombustiveis.

Geracdo| Matéria-prima Vantagens Desvantagens
Oleaginosas, milho, | Baixo custo; tecnologia ja Utiliza terras araveis;
Primeira | cana-de-agtcar e consolidada; alto compete diretamente com o
outras culturas. rendimento. preco de alimentos.
. - Necessidade de pré-
Biomassa Nao compete com a .
. . . N . . tratamento da biomassa;
lignoceluldsica: | produg@o de alimentos; baixo .
Segunda , . P alto custo do pré-
Residuos agricolas custo da matéria-prima .
. . tratamento; baixo
e florestais. residual.

rendimento.

Tecnologia pouco
desenvolvida; maior
consumo de energia

destinado ao cultivo das

algas; custo associado a

instalacdo de tanques de
cultivo.

Fonte: Adaptado de BNDES e CGEE (2008); Brennan e Owende (2010); Sindhu et al. (2016).

Nao compete com a
producdo de alimentos; ndo
precisa de grandes areas de

cultivo; ciclo de cultivo curto
e ininterrupto; ndo necessita
de dgua potavel.

Terceira | Biomassa de algas.

As principais etapas de produgdo do etanol 1G a partir da cana-de-agucar, biomassa mais
utilizada no Brasil, consistem no cultivo, recepgdo e limpeza da biomassa, seguida da extragdo
de acucares, do tratamento e concentracdo do caldo, da fermentacdo e da destilacdo. No caso
da producao a partir de milho e outras culturas que estocam acticares sob a forma de amido, ha
a dificuldade na fermentag@o desse polissacarideo, que requer uma etapa adicional de hidrolise
anterior a fermentacdo. Além disso, para produgdo do etanol anidro, com concentragdo minima
de etanol em 99% em volume, ¢ também necessaria uma etapa de desidratagdo ao final do
processo (GONCALVES et al., 2020; PACHECO, 2011; ZART et al., 2020). Na Figura 1, é
apresentado por meio de diagrama de blocos as principais etapas para a produgdo de etanol de

primeira e segunda geragao.
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Figura 1 — Fluxograma das etapas de produg¢go do etanol 1G e 2G.

Etanol 1G Etanol 2G

. : ‘

i : = Biomassa celulésica
Bloluasse aguc’:arada Biomassa amilacea b halhad
(cana-de-acucar, (milho,trigo) (bagaco/palha de
beterraba) g cana)
* \4 o
v Fisicos
Trituragao Pré-tratamento s
Extrag&o por E J Qm%mfqu
press&o efou - g - ¢ Enzimaticos
difuséo L
Hidrélise Hidrélise ]

Y

&> Solugao de aglcares fermentaveis <

Y

Fermentagéo p-| Destilagao —l\-

Fonte: Adaptado de BNDES e CGEE (2008).

Como pode ser observado na Figura 1, a produgdo do etanol de segunda geragéo ¢ similar
a producdo do etanol de primeira geragdo, com a adicdo de uma etapa de pré-tratamento da
biomassa lignocelulosica, essencial para aumentar a produtividade e viabilizar economicamente
0 processo. Esse pré-tratamento demanda um alto gasto energético, fazendo com que a
producdo do etanol de segunda geragdo apresente maiores custos quando comparada a produgao
do etanol 1G, mesmo sendo produzido a partir de matéria-prima residual (HARUN;
DANQUAH, 2011b).

O pré-tratamento € necessario para permitir o acesso a celulose na estrutura lignocelulosica,
pois os principais componentes dessa biomassa, celulose, hemicelulose e lignina, formam uma
complexa estrutura que dificulta o acesso dos microrganismos e enzimas a celulose,
impossibilitando uma boa degradacdo da celulose e, por consequéncia, a producdo de etanol
com bom rendimento. Esse pré-tratamento visa remover a lignina e a hemicelulose da biomassa,
reduzir o tamanho fisico do material e o grau de cristalinidade da matriz de celulose,
aumentando a exposi¢ao dos componentes, viabilizando a hidrélise e posterior fermentagdo dos

agucares (MOSIER et al., 2005; SINDHU et al., 2016; ZART et al., 2020).
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No entanto, o pré-tratamento gera elementos que prejudicam a atividade das enzimas e
leveduras nas etapas posteriores, denominados inibidores, que associado as baixas
concentracdes de aglicares apds a hidrolise, provoca um baixo rendimento do processo
(MACRELLI et al., 2014; PACHECO, 2011).

Uma alternativa para minimizar os desafios encontrados para a produgdo de etanol 2G ¢ a
integracdo dos processos produtivos de etanol de primeira e segunda geracdo, pois algumas
operagdes em comum ¢ fluxos de energia podem ser compartilhados entre os processos,
propiciando a reducdo dos investimentos. Ainda, ocorre a redugdo dos custos associados ao
transporte da biomassa, pois utiliza-se como matéria-prima para a producdo do etanol 2G a
biomassa residual da producdo 1G, que ja se encontra na planta (ZART et al., 2020). Além
disso, a baixa conversdo obtida na producdo de etanol 2G ¢ compensada pelo alto rendimento
obtido na producdo de etanol 1G, e os inibidores formados durante o pré-tratamento da
biomassa lignocelulésica sdo diluidos com a adicdo do caldo de cana-de-aglicar, ndo
influenciando fortemente nos rendimentos e descartando, assim, a necessidade de

desintoxica¢ao (BHATIA et al., 2020; DIAS et al., 2012; LENNARTSSON et al. 2014).
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3 ETANOL DE TERCEIRA GERACAO

Como dito anteriormente, a demanda por combustiveis menos poluentes e renovaveis esta
em amplo crescimento devido as politicas mundiais para redu¢cdo de GEE e as investidas para
diminuir a dependéncia de petroleo. Apenas no Brasil, existem previsdes para a necessidade do
aumento de producdo de etanol, que atualmente varia em torno de 30 bilhdes de litros, para
cerca de 50 bilhdes até 2030 (INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICOLA, 2017). E
globalmente, conforme divulgado durante a 20* Conferéncia Internacional Datagro por Lara
Bacellar, gerente executiva de etanol de uma das maiores comercializadoras de etanol do
mundo, existe a expectativa que o mercado mundial possa demandar cerca de 55 bilhdes de
litros a mais de etanol até 2025, em decorréncia do aumento da porcentagem de etanol acrescido
a gasolina em diversos paises (UDOP, 2020).

Para atender essa maior demanda, recorrer a produgdo de etanol 3G é uma solugéo atrativa
devido as diversas vantagens conferidas a utiliza¢do de algas para producdo de etanol, e uma
vez que os métodos empregados atualmente para producdo dessa geragdo de biocombustiveis
ndo sdo comercialmente competitivos, se faz necessario investimentos em pesquisas para
desenvolver novas técnicas.

Investimentos estdo sendo realizados em diversos paises, tendo em vista aperfeigoar o
sistema de cultivo, colheita e desidratagdo da biomassa em larga escala, selecionar algas com
maiores taxas de crescimento e acimulo de amido e 6leo, além de buscar a estruturacdo
biorrefinarias, que sdo plantas com a producdo integrada de varios bioprodutos para diminuir
as perdas inerentes ao processo e os custos de producdo (BRASIL, 2014).

O Brasil detém cerca de 12% das reservas de agua doce do mundo, além de receber altos
niveis médios de insolag@o e possuir ampla extensdo da costeira. Essas caracteristicas conferem
ao pais grande potencial para producdo de algas em larga escala, fazendo com que empresas
realizem investimentos na estruturagdo de sistemas de produg@o de algas no Brasil (BRASIL,
2014).

Alguns desses investimentos estdo sendo realizados pelo grupo brasileiro JB com
coparticipagdo da empresa Austria’s See Algae Technology — SAT e, também, pela empresa
americana Solazyme em parceria com a brasileira Bunge. O primeiro avaliado em 8 milhdes de
dolares, visa utilizar prismas solares, desenvolvidos pela SAT, capazes de concentrar a luz solar
nos tanques de cultivo através de fibras Opticas, em uma planta de cultivo de microalgas a ser
instalada em Recife-PE, com o intuito de utilizar essa biomassa na produ¢ao de etanol e racao

animal. O segundo, orcado em US$ 120 milhdes, busca a instalagdo de uma planta, anexa a
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unidade da Bunge em Sao Paulo, para o cultivo de microalgas em sistemas heterotroficos
(BRASIL, 2014). Além desses investimentos, outro projeto, realizado pelo grupo Proalga, na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) objetiva aperfeicoar o processo de obtenc¢do de
alcool através da hidrolise e fermentacdo da biomassa de macroalgas marinhas (CRUZ, 2009).

A biomassa das algas possui trés componentes essenciais: carboidratos, proteinas e
lipideos, podendo ser utilizada tanto para a producdo de bioetanol como biodiesel (ANTUNES;
SILVA, 2010; BRENNAN; OWENDE, 2010). As espécies de algas ricas em lipideos sdo ideais
para a produgdo de biodiesel, uma vez que esse combustivel ¢ obtido pela
trasesterificacdo/esterificacdo desses lipideos. J4 as espécies ricas em carboidratos sdo
desejaveis para produgdo de bioetanol. A integracdo da producdo desses dois biocombustiveis
também pode ser atrativa, pois apos a extracdo dos lipideos, resta uma biomassa rica em
carboidratos que pode ser utilizada para produ¢do de etanol (SUALI; SARBATLY, 2012).

As algas sdo agrupadas em microalgas e macroalgas de acordo com sua morfologia e
tamanho. As microalgas sdo organismos microscopicos e, majoritariamente, unicelulares. Ja as
macroalgas, sdo organismos multicelulares, visiveis a olho nu, que possuem estruturas
semelhantes as plantas superiores (JOHN et al., 2011).

Assim como na producdo do etanol de primeira e segunda geracdo, o etanol de terceira
geracdo ¢ obtido por meio da fermentagdo de aclcares, nas algas, esses sdo obtidos,
principalmente, a partir da conversdo de amido e celulose (ANTUNES; SILVA, 2010). Na
producdo de etanol 3G, as microalgas possuem vantagens sobre as macroalgas por apresentarem
maior produtividade de biomassa fermentavel, mas, mesmo com o menor percentual de
acucares quando comparadas as microalgas, as macroalgas possuem quantidades significativas
desse composto e podem ser utilizadas para a produgdo de etanol (W1 et al., 2009).

As vantagens das microalgas em relagdo as macroalgas para producdo de etanol se devem,
principalmente, ao elevado crescimento celular propiciado por um eficiente sistema de
fotossintese, podendo duplicar sua biomassa em 24 horas (VIEIRA et al., 2014). E por conter
altas taxas de carboidratos em sua estrutura que podem ser convertidos majoritariamente em
glicose, sendo mais facilmente fermentada do que o alginato e manitol identificados nas
macroalgas (HO et al., 2013).

Ha uma infinidade de algas, e existem estudos sobre diversas microalgas que podem ser
utilizadas na producdo de etanol. Segundo Ueno et al. (1998), as espécies dos géneros
Chlamydomonas sp., Chlorella sp., Oscillatoria sp., Cyanothece sp. e a espécie S. platensis
podem produzir etanol. J& Antunes e Silva (2010), dentre as microalgas, cita as espécies

Prymnesium parvum e Euglena gracilis como mais promissoras para produgao de etanol. Além
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disso, aponta como promissoras as macroalgas do género Sargassum sp. e Glacilaria sp. E John
et al. (2011), afirmam que as microalgas dos géneros Chlorella sp., Dunaliella sp.,
Chlamydomonas sp., Scenedesmus sp. e Spirulina sp. sdo comumente utilizadas para produgéo
de etanol devido ao seu alto teor de carboidratos.

Um fator de grande importancia para viabilizagdo da produgdo, em grande escala, de etanol
a partir de algas ¢ a triagem e selecdo das algas com caracteristicas que favorecam a
produtividade e reducdo de custos, tais como, bom rendimento fotossintético propiciando alta
taxa de crescimento e produtividade de biomassa, grande contetdo de carboidratos e lipideos
em diferentes condi¢des de cultivo. Além de outras caracteristicas como: se adaptar a mudanga
de temperatura, pH, luz, salinidade, ser resistentes a patdogenos, a contaminantes ¢ a tensdo de
cisalhamento (corriqueira em fotobiorreatores), ser dominante a outros microrganismos,
necessitar de baixa quantidade de nutrientes, gerar coprodutos de alto valor agregado e exibir
carater de autofloculacio (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Nenhuma espécie naturalmente possui todas essas caracteristicas, por isso busca-se a
modificacdo dos genes para agregar as algas promissoras outras caracteristicas que otimizem a
producdo a fim de se alcancar viabilidade econémica, melhor qualidade e produtividade
(GEORGIANNA; MAYFIELD, 2012).

A producio de etanol de terceira geracdo possui etapas similares a produgao de etanol 1G
e 2@G, no entanto, o inicio do processo ¢ um pouco distinto, tendo iniciagcdo no cultivo das algas.
O cultivo, normalmente autotrofico, pode ser realizado em lagoas abertas, fotobiorreatores ou
ainda sistemas hibridos, com cada sistema possuindo suas vantagens e desvantagens. Em
seguida, as algas sdo colhidas, posteriormente passam por secagem e rompimento celular para
liberacdo dos polissacarideos. O processo de secagem ndao pode degradar a biomassa e o
rompimento celular pode ser efetuado por processo fisico, quimico ou enzimatico, como sera
detalhado posteriormente. A partir dessa etapa o restante do processo ¢ similar, passando pela
hidrolise, processo de sacarificacdo dos polissacarideos obtidos da biomassa em agucares
fermentaveis. Seguida da fermentacdo dos agucares, por meio de microrganismos,
principalmente leveduras, para obtengdo do etanol e etapas para purificagcdo do etanol, como a
destilagdo e desidratacao (KOSE; ONCEL, 2016). Um diagrama de blocos do processo esta

representado na Figura 2 para melhor visualizacdo das etapas de producdo.
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4 PRINCIPAIS ETAPAS DO PROCESSO DE PRODUCAO
4.1 Obtencio da matéria-prima

As algas sdo obtidas através das etapas de cultivo, colheita e secagem. O cultivo e colheita
de macroalgas sdo mais simples, geralmente o cultivo acontece em bancos naturais e a colheita
ocorre por meio da suspensdo das redes nas quais as macroalgas estdo fixadas. Ja as microalgas,
por serem microscopicas, necessitam de sistemas de cultivo e recuperagd@o mais elaborados.
Essas sdo cultivadas em sistemas abertos, fechados (fotobiorreatores) ou hibridos e, geralmente,
apresentam duas etapas de colheita (MATA et al., 2010; MUBARAK et al., 2015). As etapas
para a obtencdo das microalgas, assim como, algumas possiveis operacdes empregadas em cada

uma delas estdo apresentadas na Figura 3, abaixo.

Figura 3 — Principais etapas para a obten¢do das microalgas.

Cultivo » Colheita » Secagem

Tipos de Cultivo:

-Autotrofico Primeira Etapa:
-Heterotrofico -Floculacao
-Mixotréfico -Flotag&o (o e
-Secagem em estufa
Sistemas de Cultivo: Segunda Etapa: -Lloflllzaggo
-Lagoas Abertas -Centrifugagao ~HE AT
-Fotobiorreatores -Filtragdo

-Sistemas Hibridos

Fonte: Adaptado de Mata et al. (2010) e Mubarak et al. (2015).

4.1.1 Cultivo

O cultivo de macroalgas ¢ mais simples quando comparado ao de microalgas, e
geralmente ¢ realizado em bancos naturais, devendo cumprir requisitos de manejo e coleta, para
que sejam realizados de forma adequada, a fim de evitar possiveis destrui¢des do meio. Para
seu cultivo, as macroalgas sdo coletadas nos bancos e posteriormente sdo fixadas em redes
horizontais, em locais com varia¢do da maré e luminosidade adequadas, para que ndo ocorra
fotoinibigdo pelo excesso de luminosidade (DIOGO, 2012).

Nos dias de hoje, embora tenham limitantes, o cultivo de microalgas ¢ muito versatil e,

a longo prazo, gera resultados bem mais atrativos que os obtidos no cultivo de macroalgas
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(KLEIN, 2013). Devido as vantagens apontadas e maior quantidade de estudos de produgado de
etanol a partir de microalgas, o cultivo desses microrganismos sera melhor detalhado. Esse
cultivo pode ser realizado em sistemas abertos, fechados ou hibridos. E normalmente,
apresentam custos e desafios técnicos superiores aos de outras matérias-primas, sendo um dos
maiores limitantes a realizagdo do aumento de escala dos sistemas de produgdo (ALAM et al.,
2012).

Majoritariamente, sistemas de cultivo de microalgas em grande escala sdo autotroficos,
no qual as microalgas utilizam o carbono inorganico para seu crescimento por meio da
fotossintese, cujo as microalgas convertem energia solar, dioxido de carbono e agua em
oxigénio e glicose, que quando originada em excesso, resulta na fabricacdo do amido e celulose
também utilizados para produgdo de etanol (VIEIRA et al., 2014).

O crescimento ¢ a composicdo das microalgas sdo influenciados por diversos fatores.
Para obter taxas de crescimento satisfatorias, a intensidade luminosa, a concentracdo de
nutrientes e de CO2 devem ser adequadas. Além disso, o crescimento pode ser afetado pela
salinidade, temperatura e pH do meio, pela presenca de toxinas e patdogenos, pela competicao
com outras espécies, pela profundidade do leito e por parametros operacionais, como o
cisalhamento produzido pela agitacdo e a frequéncia de recuperacdo da biomassa (MATA et
al., 2010).

Alguns desses fatores, assim como a fase de crescimento, também influenciam na
composicdo da biomassa, sendo frequentemente manipulados para aumentar o teor de
carboidratos nas microalgas. A concentracdo de nutrientes, a intensidade de luz, a temperatura
e o tipo metabdlico (autotroficos, heterotroficos e mixotroficos) sdo os elementos mais
mencionados quando o intuito ¢ manipular o percentual de carboidratos (MARKOU et al.,
2012). Douskova et al. (2008) e Lourengo (2006), mostram que o aumento do teor de
carboidratos pode ser induzido pela limitag@o de nutrientes essenciais como nitrato, fosfato e/ou
sulfato, pois a diminuicdo desses componentes limita a formag¢do de proteinas, clorofila,
fosfolipidios, favorecendo a formacdo de carboidratos. Autores como Dragone et al. (2011),
afirmam que a caréncia de nitrogénio no cultivo é um dos principais fatores que estimulam o
acimulo de carboidratos nas microalgas. Klein (2013) alcangou maior produtividade de
carboidratos para o cultivo com concentracdes intermedidrias de CO:2 (7,5%) e baixos teores de
nitrogénio.

Por ser fonte direta de energia, a quantidade e qualidade de irradiagc@o solar sobre o
cultivo influencia diretamente no crescimento das microalgas, podendo determinar o sucesso

ou fracasso da cultura. A luz solar ¢ um dos principais limitantes para o aumento de escala,
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devido a dificuldade para a distribuicdo homogénea da luz em sistemas mais profundos. Assim,
regides com alta radiagdo solar durante o ano inteiro sdo melhores para o cultivo (JOHN et al.,
2011). No entanto, a exposicao luminosa em excesso pode causar fotoinibi¢cdo, fenomeno que
devido a danos aos receptores fotossintéticos, acarreta a diminuicdo da velocidade de
fotossintese e da produtividade (KARP, 2005).

O suprimento de CO: e nutrientes de forma homogénea também sdo fatores que
dificultam o aumento de escala. As microalgas podem fixar o carbono contido no CO>
atmosférico, em gases industriais, ou ainda, de carbonatos soliveis em agua. O gas carbonico
atmosférico ndo ¢ suficiente para propiciar a grande produg¢do de biomassa necessaria para
suprir demandas industriais. Deste modo, para fornecer os niveis necessarios de CO», existe a
possibilidade de utilizar gases residuais gerados durante o processo de combustdo nas
industrias, pois esses contém bons niveis de CO> (KUMAR et al., 2010). Outra alternativa, é a
reutilizacdo do didxido de carbono produzido durante a fermentagdo realizada durante o proprio
processo de obtencao do etanol (HARUN et al., 2010).

Diversos nutrientes devem ser introduzidos no meio de cultivo para serem utilizados
pelas microalgas em seu desenvolvimento. Os principais elementos a serem fornecidos sao,
além do carbono, nitrogénio, foésforo e enxofre, uma vez que sdo as principais substancias que
constituem as microalgas. Entretanto, também sdo necessarios outros nutrientes, como, sais
inorgénicos (potassio, calcio, sodio, magnésio), elementos traco (ferro, zinco, manganés,
chumbo e cadmio) e vitaminas (B, C, E) que, mantém a estrutura e atividade celular, atuam
como cofator de enzimas e auxiliam na divisdo celular, respectivamente. (DRAGONE et al.,
2011; ZENG et al., 2011).

O fornecimento, distribuicdo e redugdo de perdas desses nutrientes sdo alguns dos
desafios a serem otimizados para o aumento de escala de forma competitiva. A utilizagdo de
aguas residuais e reutilizagdo de nutrientes que restaram do proprio processo de producdo de
etanol s3o solugdes estudadas. Ja que aguas residuais, normalmente, tém altos indices de carga
organica e nutrientes fundamentais para o crescimento das microalgas. Porém, s6 ¢ praticavel
o uso de aguas residuais no cultivo de espécies resistentes a condi¢cdes extremas, pois alguns
compostos presentes nessas aguas podem prejudicar o crescimento das microalgas (KOSE;
ONCEL, 2016).

A utilizacdo de aguas residuais, além de propiciar a redug¢@o dos custos com nutrientes,
também auxilia no fornecimento de agua, outro ponto importante para viabilizar a producdo de
etanol 3G, uma vez que em algumas etapas do processo, como no cultivo da matéria-prima,

resfriamento e limpeza, sdo utilizados grandes volumes de agua. Ainda, colabora no descarte
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de aguas utilizadas industrialmente, em razdo da diminuicdo de dejetos ao emprega-las no
cultivo de microalgas, reduzindo custos operacionais que seriam destinados ao tratamento
dessas aguas ao final de outros processos industriais (KOSE; ONCEL, 2016).

Outro fator a ser levado em conta no cultivo de microalgas, essencialmente em sistemas
fechados, ¢ o emprego de desgaseificadores para a remogdo do Oz dissolvido (OD) no meio de
cultivo, pois a presenca excessiva de OD, associada a alta intensidade luminosa, também pode
causar danos foto-oxidativos as células e a inibi¢do da fotossintese (MOLINA et al., 2001).
Estima-se que, para se evitar danos as microalgas, os niveis maximos de OD ndo devam
ultrapassar 400% do valor de satura¢do com ar (CHISTI, 2007).

O cultivo de microalgas pode ser realizado em sistemas abertos (em lagoas abertas),
sistemas fechados (em fotobiorreatores), ou ainda, em sistemas hibridos, que combinam as
vantagens dos dois métodos. Sendo mais comuns as lagoas abertas fotossintéticas e os

fotobiorreatores tubulares fechados (ANTUNES; SILVA, 2010).

4.1.1.1 Lagoas abertas

Sistemas abertos sdo empregados para o cultivo em escala industrial de microalgas
desde 1950 e, ainda hoje, sdo os mais utilizados para esse fim. Esses podem ser naturais, em
lagos e lagoas, ou artificiais, como as lagoas circulares, as inclinadas e as do tipo raceway.
Sendo as mais utilizadas, no cultivo em massa de microalgas, as artificiais do tipo raceway
(JOHN et al., 2011).

Sistemas do tipo raceway, conforme representado na Figura 4, consistem em canais de
recirculacdo de ciclo fechado, com pequenas profundidades e elevados comprimentos,
usualmente ovais ou sinuosos desenvolvidos em concreto, mas que também podem ser
construidos com fibra de vidro e outros tipos de plastico (KLEIN, 2013; RAZZAK et al., 2013).
Geralmente, sdo operados em regime continuo, com as microalgas sendo inseridas
continuamente imediatamente apos as pas, e circulados até um ponto anterior a roda de pas,
onde ocorre a retirada da biomassa (JOHN et al., 2011).

Nessas lagoas, para obter uma distribuicdo mais homogénea dos nutrientes, evitar a
sedimentacdo das algas e melhorar as trocas gasosas, aumentando assim a produtividade de
biomassa, o meio de cultivo ¢ misturado por meio de propulsores com pas e/ou injegdo de ar
(MILANO et al., 2016). Esses aeradores também podem ser utilizados para fornecer didxido de
carbono ao meio, visto que o gas carbonico atmosférico ndo ¢ suficiente para propiciar a

formacao de grandes quantidades de biomassa (KUMAR et al., 2010; MILANO et al., 2016).
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Alguns estudos indicam que, mesmo possuindo uma menor eficiéncia em funcdo das
barreiras que serdo melhor detalhadas na secdo 4.1.1.4, culturas de microalgas em lagoas do
tipo raceway possuem potencial para serem bem-sucedidas em escala comercial
(ASHOKKUMAR; RENGASAMY, 2012; DAYANANDA et al., 2010). Mas ainda existem
estudos que visam aumentar a produtividade, por meio de modificagdes, como a diminui¢io da
profundidade dos sistemas para a melhor incidéncia de luz e o emprego de formas alternativas
para homogeneizar o meio, propiciando melhor distribuicdo dos nutrientes ¢ CO, evitando a

sedimentacdo das algas e melhorando as trocas gasosas (CHIARAMONTI et al., 2013).

Figura 4 — Lagoas do tipo raceway.
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4.1.1.2 Fotobiorreatores

Os fotobiorreatores fechados (FBRs) foram criados em fungdo das desvantagens
encontradas em sistemas abertos, essas serdo detalhadas na segdo 4.1.1.4. Esses sdo reatores
isolados do meio externo, projetados para o crescimento autotrofico, que podem ser
classificados de acordo com sua geometria ou material de construgdo. Os principais modelos
sdo os fotobiorreatores tubulares, de placas paralelas e os de coluna. Normalmente, esses
reatores sdo construidos de vidro ou algum tipo de plastico, sendo todos transparentes (KLEIN,
2013; MILANO et al., 2016; RAZZAK et al., 2013).

Dentre as varias formas de fotobiorreatores criados, os tubulares se destacam para a
produc@o de microalgas (BAJHAIYA et al., 2010). Esses fotobiorreatores sdo formados por
tubos retos, dispostos verticalmente, horizontalmente ou inclinados, orientados de forma a
potencializar a absorc¢do de luz. Sua superficie tubular eleva a area iluminada, possibilita melhor
eficiéncia na absorcdo e distribuicdo da luz, implicando em elevadas produtividades de

biomassa, pois reduz a fotoinibi¢do, diminui pontos com caréncia de luz, aumenta o contato do
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CO; com o meio liquido e a transferéncia de massa (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015;
TREDICI et al., 1998).

Entretanto, em fotobiorreatores tubulares, o tamanho é um fator limitante, pois os tubos
apresentam diametros inferiores a 10 cm, isso ocorre porque em sistemas fechados, onde
normalmente se atingem altas concentracdes de microalgas, a luminosidade ndo penetra
profundamente (CHISTI, 2007). Por apresentarem baixas capacidades, comumente inferiores a
20 L, sdo necessarias varias unidades para se alcangar producdes industriais (CHEAH et al.,
2015).

Além disso, o cultivo em FBRs, assim como nas raceways, ¢ normalmente continuo
(BRENNAN; OWENDE, 2010). Em reatores tubulares, o meio de cultivo ¢ introduzido e
circulado continuamente entre o arranjo de tubos e o reservatorio, passando por degaseificacdo
e resfriamento, até o ponto de colheita da biomassa, imediatamente anterior a introdugdo de um
novo meio de cultivo (CHISTI, 2007). De forma similar, em FBRs de placas paralelas, o meio
de cultivo fresco e o reciclado sdo inseridos continuamente em uma extremidade e, na outra
extremidade, ocorre a colheita da biomassa e a degaseificagio do meio (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Os fotobiorreatores de coluna se assemelham aos tubulares por serem constituidos por
um tubo vertical, mas seu formato cilindrico permitir que apenas metade da sua superficie seja
iluminada. Além disso, esse fotobiorreator ¢ compacto, de facil operacdo e controle das
condicdes de cultivo, possui boa agitacdo e as melhores taxas de transferéncia de massa entre
os fotobiorreatores (BRENNAN; OWENDE, 2010; GRIMA et al., 2002). Ja os de placas
paralelas, consistem em placas paralelas compridas que formam canais por onde finas camadas
de meio de cultivo escoam.

Geralmente, tanto nos fotobiorreatores de coluna como nos de placas paralelas, ocorre
a injecdo de ar no fundo do reator, essa além de normalmente fornecer diéxido de carbono,
propicia o aumento da turbuléncia do meio, reduzindo gastos de energia com agitacdo, evitando
a sedimentacdo das microalgas e o acuimulo de oxigénio na cultura (BRENNAN; OWENDE,
2010; HARUN et al., 2010).

Na Figura 5 temos a imagem de fotobiorreatores de placas planas (A), de

fotobiorreatores tubulares (B) e de um fotobiorreator horizontal continuo (C).
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Figura 5 — Fotobiorreatores fechados.

Onde: A- Fotobiorreatores de placas planas; B- Fotobiorreatores tubulares; C- Fotobiorreator
horizontal continuo.

Fonte: Adaptado de Bitog et al. (2011).

4.1.1.3 Sistemas Hibridos

Os sistemas hibridos s@o uma alternativa potencial para produgdo de microalgas, em
larga escala, de maneira economicamente viavel. Esses sistemas combinam o sistema aberto e
fechado em dois estagios separados de cultivo, ¢ sdo uma solugdo para superar a baixa
produtividade atingida em sistemas abertos e o elevado custo conferido aos sistemas fechados
(RAZZAK etal., 2013).

Nesse sistema, primeiramente, as microalgas sao cultivadas em reatores fechados até
alcangarem altas concentracdes celulares, para assim, se tornarem dominantes quando expostas
a outras espécies, sendo capazes de sobressairem na competicdo com outros microrganismos.
Minimizando, assim, os efeitos de possiveis contaminagdes e competicdes com espécies
indesejadas, ao serem expostas ao ambiente. Em seguida, as microalgas sdo transferidas e
cultivadas em tanques abertos sob condi¢cdes controladas de nutrientes, para otimizar a

producdo de carboidratos (KLEIN, 2013; RAZZAK et al., 2013).
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4.1.1.4 Comparacio entre os métodos

Sistemas abertos sdo projetos de facil instalacdo e operacdo, com custos de construcao
e manutengdo econdmicos quando comparados aos fotobiorreatores. Contudo, conforme
destacado anteriormente, estdo sujeitos a desvantagens que promovem uma baixa eficiéncia de
produgdo. Ja os fotobiorreatores corrigem varias desvantagens encontradas no cultivo em
sistema aberto, podendo apresentar produtividade de 3 a 5 vezes maiores, mas, possuem custo
de construcdo e operagdo muito elevados, sendo indicados apenas para espécies e aplicagdes
especificas, nas quais a maior produtividade compense os maiores gastos (MATA et al., 2010).

Em sistemas abertos, a selecdo da espécie e do ambiente de cultivo deve ser ainda mais
criteriosa, pois por serem abertos para atmosfera, o controle das condi¢des de produgdo é dificil,
o risco de contaminacdes ¢ elevado e pode haver a competi¢do da espécie de interesse com
outras culturas do meio. Outras desvantagens desses sistemas de cultivo, sdo a necessidade de
uma maior area superficial para a instalacdo, a suscetibilidade a variacdes de temperatura e
incidéncia de luz durante o dia e sazonais, a perda de dgua por evaporagdo e ao escape de COx.
Além disso, a iluminagdo que chega efetivamente as microalgas ¢ baixa (BRENNAN;
OWENDE, 2010; JOHN et al., 2011; KOSE et al., 2016; MATA et al., 2010).

Devido a possibilidade de verticalizacdo, os fotobiorreatores necessitam de menos
espaco para a sua instalacdo. Além disso, em sistemas fechados, por serem isolados, os
empecilhos do risco de contaminagdo, da competicdo com outras espécies e dos demais efeitos
externos, como chuvas e ventos, sdo quase inexistentes. Também ndo sofrem com a evaporacio
de 4gua e com as perdas de gases do meio de cultivo, e permitem maior controle sob variaveis
do processo, como temperatura, pH, agitagdo, concentragdes de O» e CO,, entre outras
(BRENNAN; OWENDE, 2010; HOMIAK, 2014; JOHN et al., 2011; MATA et al., 2010).

Outros fatores que colaboram com a maior produtividade e o desenvolvimento de
culturas com concentragdes bem maiores, sdo a diminui¢do de zonas escuras e a eficiente
agitacdo. Essa agitacdo constante, propicia a homogeneizacdo dos nutrientes e mantém as
microalgas suspensas, maximizando a eficiéncia fotossintética e de fixacdo de CO»
(BRENNAN; OWENDE, 2010; MATA et al., 2010).

Assim como os sistemas abertos, os fotobiorreatores também apresentam desvantagens,
como as altas tensoes de cisalhamento impostas sobre as células, o acuimulo de O», a formacgdo
de gradientes de pH, a possibilidade do cultivo de uma tnica espécie de microalga, o bloqueio
da luz resultante da incrustacdo de microalgas na parede e o superaquecimento do sistema

(CHISTI, 2007; GRIMA et al., 2002). Esse ultimo fator, adiciona a necessidade de sistemas de



29

refrigeracdo e de controle de temperatura, elevando ainda mais os custos com consumo de
energia (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015; RAZZAK et al., 2013).
No Quadro 2, estdo expostas sinteticamente algumas das vantagens e desvantagens

discutidas.

Quadro 2 — Contraposi¢go entre sistemas de cultivo abertos e fechados.

Condigdes Sistemas abertos Sistemas fechados

Custos de construcdo,

~ ~ Baixos Altos
manutengao € operagao
Eficiéncia na utilizacdo de luz Baixa Alta
Produtividade Baixa De 3 a 5 vezes mais produtivos
Controle de variaveis do Dificil Facil
processo (temperatura, pH, etc)
Risco de contaminacgdo e Alto Baixo

competicdo com outras espécies

Perda de 4gua por evaporagado e Baixa (de acordo com a eficiéncia

Alta

perda de CO2 de resfriamento, pH do meio, etc)
Agitacao Deficiente Eficiente/Uniforme
Concentrag@o de biomassa Baixa Alta
Area requerida para instalagdo Maior Menor (verticalidade)
Tensdo de cisalhamento sobre Muito baixa Baixa/Ala
as microalgas
Aumento de escala Dificil Dificil

Fonte: Adaptado de Mata et al. (2010).

4.1.2 Recuperacio e secagem da matéria-prima

Assim como no cultivo, a recuperagdo de microalgas também ¢ mais complexa que a de
macroalgas e a recuperagdo desses microrganismos também serd melhor detalhada devido a
maior utilizagdo de microalgas para a produ¢ado de etanol.

Normalmente, a colheita das macroalgas ocorre por meio da suspensdo das redes nas
quais essas estdo fixadas. J4 a colheita de microalgas ainda ¢ um desafio, por serem
microscopicas, possuirem baixas densidades e estarem em suspensdo no meio de cultivo,
necessitando de sistemas de colheita mais elaborados, que, geralmente, apresentam duas etapas
de separagao solido-liquido, sendo a primeira etapa uma separagao inicial da biomassa do meio
de cultivo e a segunda etapa para aumentar a concentragao microalgal (BRENNAN; OWENDE,
2010).
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Existem varias operagdes unitarias que podem ser empregadas na recuperagcdo de
microalgas, tais como, flotagdo, floculagdo, sedimentacao, filtracdo, centrifugacio, entre outras.
Apesar dessa variedade de operagdes existentes, para a producdo em grande escala, ainda ¢é
necessario o desenvolvimento de processos energeticamente eficientes e com menor custo. As
operacdes mais utilizadas na primeira etapa de separagdo sdo a floculagdo e a flotagdo, ja na
etapa de concentracdo, as mais empregadas sdo a filtragdo e a centrifugacio (MUBARAK et
al., 2015).

A escolha dos métodos de separacdo mais adequados ¢ de extrema importancia para
alcangar a viabilidade econdmica do processo de producdo do etanol 3G, ja que a colheita
corresponde de 20 a 30% do custo final do processo de produgdo de biomassa microalgal
(BRENNAN; OWENDE, 2010). Mas, pode chegar a 60% do custo total em meios de cultivos
com baixa concentracdo celular (GRIMA et al., 2003).

Essa escolha depende de caracteristicas como a densidade e o tamanho da espécie
cultivada, além da concentragdo celular no cultivo, e da relacdo entre o valor do produto a ser
obtido e o custo conferido a cada método. Outro fator importante ¢ o tempo necessario para
realizar a separacdo e a possibilidade de atingir uma concentracdo final de biomassa que
viabilize economicamente seu processamento e conversdo (BRENNAN; OWENDE, 2010;
MATA etal., 2010).

Para a coleta inicial da biomassa, a floculagdo quimica ¢ a técnica mais utilizada, além
de econdmica, ¢ mais eficiente que outros métodos tradicionais. A decantacdo e remocao das
microalgas sdo facilitadas pelo agrupamento e, consequente, aumento do tamanho das
particulas, permitindo que grandes volumes sejam tratado de uma unica vez (BILANOVIC et
al., 1988; HO et al., 2013; SALIM et al., 2011). Esse método resulta em uma concentragao de
biomassa de 5 a 10% (GRIMA et al., 2003).

Apesar de ser menos utilizada devido ao seu alto custo, a flotagdo ¢ outra forma de se
realizar a separagdo inicial da biomassa, sendo a flotagdo por ar dissolvido, em meio a outros
métodos de flotacdo, a mais utilizada para esse fim. Essa técnica consiste na inje¢do de
microbolhas de ar que arrastam as microalgas para a superficie, formando uma espécie de
espuma com maior concentragdo celular que ¢ coletada (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Atualmente, mesmo possuindo alto gasto energético e altas tensdes de cisalhamento,
podendo danificar as células, o0 método mais utilizado na etapa de concentragdo microalgal ¢ a
centrifugacdo, devido a sua alta eficiéncia, chegando a 95% em condig¢des otimizadas (GRIMA
et al., 2003; KNUCKEY et al., 2006). No entanto, com o aumento de escala os gastos de

construcdo, manutengdo e operacionais aumentam ainda mais, tornando a filtracdo por
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membranas cada vez mais atraente em fungdo desses custos serem mais baixos (WANG et al.,
2006.)

Outro principal método empregado para a concentracdo das microalgas ¢ a filtragdo,
apesar de ser uma técnica simples, na maioria dos casos demanda mais energia que a
centrifugacdo (BRENNAN; OWENDE, 2010). Entretanto, costuma ser mais eficiente para
microalgas filamentosas ou formadoras de coldnias e cianobactérias de grandes tamanhos,
permitindo o rendimento de concentracdo de 27% de solidos (GRIMA et al., 2003; SCHENK
et al., 2008).

Apos a recuperagdo das microalgas, o proximo passo € realizar a secagem da biomassa
para a remogao do liquido agregado, com a finalidade de preservar para o armazenamento e
preparar a biomassa para a ruptura celular (MIRANDA, 2011). O tempo de secagem para a
biomassa microalgal, normalmente, ¢ mais longo quando comparado a outras biomassas, isso
ocorre devido aos elevados teores de 4gua em meio as microalgas, o que acaba acarretando
significativos gastos energéticos (LEE et al., 2015b).

Diferentes processos de secagem podem ser empregados, com cada método possuindo
suas vantagens e desvantagens, sendo essas avaliadas em fung¢do do custo energético, do tempo
de secagem e da finalidade para a qual a biomassa seca serd empregada. Alguns exemplos sdo,
a secagem em estufa, a solar, e a liofilizacdo (GULDHE et al., 2014; FORNASIER et al., 2018).
Outro método bastante utilizado industrialmente é a secagem por atomizacao ou spray drying,
mas em fun¢do do seu elevado custo, o seu emprego ¢ contraindicado para producdo de
biocombustiveis, por se tratar de um produto de baixo valor agregado (GRIMA et al., 2013;
MATA etal., 2010).

Dentre os processos convencionais citados, a secagem ao sol possui 0 menor custo, no
entanto, a secagem por esse método se alonga por longos periodos, necessita de grandes
superficies de secagem, podendo, também, ocorrer a perda da biomassa (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Ja a liofilizag@o é o processo de maior custo, principalmente, quando empregado em
grande escala. Essa técnica consiste na desidratagdo apds o congelamento e permite uma maior
estabilidade celular, obtendo a preservacdo dos nutrientes, que é necessaria em alguns casos
(BRENNAN; OWENDE, 2010).

A secagem em estufa, geralmente apresenta bom custo-beneficio, possui um menor
custo comparado a liofilizacdo e um tempo de secagem significativamente menor que o obtido
no secador solar. Em temperaturas controladas, possui bons resultados de preservacao e

secagem (GULDHE et al., 2014; FORNASIER et al., 2018).
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Alguns estudos que alcancaram bons resultados de secagem utilizando estufa foram o
de Fornasier et al. (2018), que constatou a ndo degradacao da espécie Chlorella vulgaris
mediante a secagem em estufa a 50 °C até peso constante. Zorn (2017), que optou pela secagem
em estufa em temperaturas entre 55 a 60 °C por 24 h para efetuar a extracdo de lipideos das
espécies Chlorella minutissima, Dunaliella salina ¢ Nannocholoropsis gaditana. E Freitas et
al. (2017), que obteve a preservacao da Spirulina, apos secagem, em temperaturas mais baixas,
até niveis satisfatorios de umidade para o armazenamento, com destaque para a de 60 °C.

Ap6s a secagem da matéria-prima, essa pode ser triturada para a posterior avaliagdo do
teor dos componentes de interesse (ZORN, 2017).

Tanto para a recuperacdo, quanto para a secagem das microalgas cabe o estudo de um
método, entre esses tradicionais ou de outros processos existentes, com melhor custo beneficio.
Sendo a escolha das técnicas a serem utilizadas em grande escala essenciais para alcangar a

viabilidade econdmica do processo de produgao.

4.2 Rompimento celular

Como dito anteriormente, a maior fracdo de monossacarideos ¢ obtida a partir da quebra
de amido e celulose. Esses, assim como outros aglicares, sdo produtos intracelulares,
necessitando do rompimento das células, comumente chamado de pré-tratamento, para
modificar a estrutura celuldsica e promover a liberacdo desses componentes, tornando-os mais
acessiveis as enzimas (HARUN; DANQUAH, 2011a).

A qualidade do rompimento celular influencia no rendimento global de producdo de
etanol 3G. Um bom pré-tratamento, além de liberar os agtlicares intracelulares, deve ser rentavel,
propiciar uma hidrélise mais rapida e com maior formagéo de agucares fermentaveis. Também,
ndo pode causar a degradag@o de carboidratos, nem a formagdo de inibidores para as etapas de
hidrolise e fermentacdo (SILVERSTEIN, 2004). Além disso, para facilitar a hidrolise, ¢
desejavel a redugdo do tamanho de particula para a obtengdo de maior area superficial
(MOSIER et al., 2005).

Para a escolha do método de rompimento ¢ importante o conhecimento da estrutura da
parede celular, representada na estrutura celular da Figura 6. Normalmente, a parede celular de
microalgas € composta, externamente, por polissacarideos especificos, como pectina, agar e
alginatos e, internamente, por celulose, além de outros compostos, como hemicelulose e
glicoproteinas. Mas existem diversas composicoes, sendo essencial realizar pesquisas para

caracterizagdo de microalgas especificas (CHEN et al., 2013; MARTIN-JUAREZ et al., 2017).
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Figura 6 — Estrutura celular.
Matriz de
Polissacarideos

Membrana
Plasmitica

Celulose + Hemucelulose

Fonte: Adaptado de Martin-Juarez et al. (2017).

Diferentes formas de ruptura da parede celular de microalgas t€ém sido estudadas, pois
o rompimento celular ¢ um dos limitantes para a produg@o, em escala industrial, de bioprodutos,
como o bioetanol (GUNERKEN et al., 2015; HERNANDEZ et al., 2015). Essas técnicas
podem ser divididas entre fisicas, quimicas ou enzimaticas, sendo também possivel a
combinagdo entre técnicas, que pode melhorar a eficiéncia do pré-tratamento (PAULO, 2011).

Os métodos quimicos realizam o rompimento mediante a utilizacdo de solventes
organicos ¢ reagdes acido-base, como por exemplo, recorrendo a adicdo de Aacido
cloridrico/sulfirico, de hidroxido de sédio ou de liquidos idnicos, associados a altas
temperaturas e/ou pressdoes (BRENNAN; OWENDE, 2010; SHUBA; KIFLE, 2018). Esses
métodos sdo apontados como possiveis solugdes para melhorar a degradacdo da celulose e
diminuir a cristalinidade da estrutura da parede celular (BEHERA et al., 2014).

Dentre os métodos quimicos, a utilizacao de acidos fortes ¢ um método promissor para
a realizag@o do pré-tratamento visando a produgdo de etanol 3G, pois essa técnica alcanca alta
eficiéncia de liberagdo de carboidratos (DONG et al, 2016). Essa, ainda, pode ter as
desvantagens ambientais conferidas aos métodos quimicos, devido a grande toxidade de
algumas substincias, amenizadas com a utilizacdo de acidos organicos, que sdo mais
biodegradaveis (WANG et al., 2016).

Ja os métodos fisicos, consistem em técnicas que promovem o rompimento celular por
meio da geragdo de tensdes produzidas por aquecimento, turbilhonamento, ou dispositivos

mecanicos, como por exemplo, a autoclavagem, o ultrassom, a irradiagdo micro-ondas, o
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moinho de esferas, o homogeneizador de alta pressdo e o homogeneizador de alta velocidade.
Sendo os trés ultimos, também denominados métodos mecénicos, em funcdo das tensdes que
ocasionam o rompimento serem geradas por dispositivos mecanicos (KUMAR et al., 2016).

Dentre os métodos fisicos, o equipamento que se destaca ¢ o homogeneizador de alta
pressdo, que embora ainda possua alto gasto energético, alcanca altas taxas de rompimento
celular, sendo apontado como uma possivel técnica de aplicagdo industrial (SAMARASINGHE
et al., 2012; SPIDEN et al.,, 2013). Nesse equipamento, a ruptura, fracionamento e
homogeneizacgao das microalgas sdo provocados pela geragdo de tensdes de cisalhamento sobre
as particulas, em funcdo de uma brusca descompressdo, alcangada pela passagem das
microalgas, a alta pressdo, através de um pequeno orificio que desemboca em uma camara a
press@o atmosférica (ANGLES et al., 2017). Além disso, o homogeneizador precisa de um
sistema de refrigeragdo, pois essa descompressdo acarreta significativa liberacdo de calor
(TREVAN et al., 1990).

Por fim, os métodos enzimaticos, consistem na degradacdo da estrutura celular pela
combinacdo de enzimas, com cada espécie enzimdtica responsavel por degenerar um
componente especifico da parede celular (KHOO et al., 2020). Embora seja um método com
menor geracdo de residuos, o processo enzimatico ¢ mais lento e necessita de maior controle
dos parametros do processo. Sendo indicado para compostos de interesse sensiveis a tensao de
cisalhamento, ao calor, ou facilmente degradadas por compostos quimicos. Também devem ser
analisados a presenca de inibidores e a possibilidade de reciclo das enzimas, devido ao alto
custo de algumas enzimas. Além disso, a eficiéncia de ruptura pode ser influenciada por outros
fatores, como a espécie/género da microalga e pelo estagio de crescimento celular (FLEURI;
SATO, 2005).

O melhor método de tratamento depende de muitos elementos espécificos de cada
processo, como a composi¢do da biomassa celuldsica, pH, temperatura, material de construgdo
dos equipamentos, impacto ambiental, viabilidade econémica, entre outros. No Quadro 3,
encontra-se uma comparagdo de alguns desses fatores para os métodos fisicos, quimicos e

enzimaticos.
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Quadro 3 — Comparativo entre diferentes métodos de rompimento celular.

Métodos Vantagens Desvantagens
] N3ao utiliza produtos Alto gasto energético e
Fisicos ) ] S )
quimicos toxicos. hidrdlise insuficiente.

Uso de substancias toxicas;
pode ocorrer a

decomposicao de agucares

_ Rapidez, facilidade e em inibidores da
Quimicos . o
eficiéncia da hidrolise. fermentacao;
pode ocorrer corrosdo do
equipamento (4cido
concentrado).
Possibilita seletividade;
menor quantidade de )
Alto custo das enzimas;
residuos;
o ) processo lento;
Enzimaticos ndo necessita de altas

necessita maior controle do
temperaturas e possibilita o
] processo.
uso de equipamentos

simples.

Fonte: Paulo, 2011.

4.3 Hidrolise

A Hidrolise, ou sacarificagdo, consiste na quebra de polissacarideos em monossacarideos.

Esse processo ¢ imprescindivel, pois as leveduras normalmente utilizadas comercialmente ndo

sdo capazes de fermentar o amido, a celulose e demais polissacarideos presentes no interior da

microalga (HARUN et al., 2010). Essa etapa estd inter-relacionada com a etapa do pré-

tratamento, uma vez que a despolimeriza¢do da parede celular faz parte do processo de
rompimento celular (RAZEGHIFARD, 2013).

A hidrdlise pode ser quimica ou enzimatica, sendo as principais vantagens e

desvantagens a serem ponderadas para a escolha do método com melhor custo-beneficio
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destacadas no Quadro 3. Essas, sdo basicamente as mesmas ja citadas para os pré-tratamentos
dessas categorias, com o adendo de que, para a hidrolise enzimatica, normalmente € necessaria
a realizagdo de pré-tratamentos. No entanto, a utilizag@o de enzimas ¢ uma boa alternativa para
obter maiores conversdes sem a formagao de inibidores (LYND et al., 2002).

A hidrolise acida atua na quebra da parede celular, seguida da despolimerizagdo dos
compostos intracelulares. O acido fragmenta as ligacdes dos polissacarideos, de forma que ao
final da hidrolise, qualquer adicdo de agua resulta na rdpida particdo desses em seus
monossacarideos (PANDEY et al., 2019; ABD-RAHIM et al., 2014).

Apesar da hidrolise com acido concentrado possuir maiores taxas de obtencdo de
agucares fermentaveis, o método mais empregado para biomassas celuldsicas, em larga escala,
¢ a hidrdlise com acido diluido. A menor utilizagdo de acidos concentrados é conferida as
dificuldades de operacdo, reciclo e a formagdo de substincias que podem inibir a fermentacéo,
como, acido acético, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e acido levulinico. Além disso, ao se
utilizar acido diluido, ndo € necessario recuperar o acido e essa técnica pode ser utilizada em
biomassas aquaticas (JEONG et al., 2012; ZHOU et al., 2011).

Em geral, a hidrolise acida é associada a elevadas temperaturas e oferece maior
conversdo. Além disso, em meio a outros acidos, o acido sulftrico tem se destacado por
apresentar bons resultados (CHEN et al., 2013; JAMBO et al., 2016). Como, por exemplo,
Miranda et al. (2012), constataram que a hidrolise da microalga Scenedesmus obliguus com
acido sulfurico, a 120 °C, por 30 minutos, possuia melhor conversao de carboidratos e agtlicares
complexos em acucares simples do que os demais métodos quimicos e fisico-quimicos testados.

Shokrkar et al. (2017), também alcangaram bons resultados para a hidrolise com acido
sulfurico diluido, avaliando uma cultura mista (S. obliquus, C. vulgaris e C. reinhardtii). Nesse
estudo, além do acido sulfurico diluido, foram empregados o acido cloridrico e fosforoso, a 121
°C, encontrando rendimentos em agucares redutores superiores a 80%, para concentracao
microalgal de 25 a 50 g/L. No entanto, os resultados foram bastante inferiores para
concentragdes maiores de microalgas, cerca de 54% para uma concentragdo de 100 g/L, sendo
uma forma encontrada para obter melhores rendimentos, a adicdo de MgSO4 ao acido sulftirico
diluido.

O outro método de hidrolise € o enzimatico, que emprega enzimas, como as celulases,
as a-amilases e as glucoamilases, para realizar a quebra dos carboidratos (CHOI et al., 2010).
Para aumentar a fragdo de polissacarideos convertidos em acgucares simples, a hidrdlise

enzimatica ¢, normalmente, associada a pré-tratamento termoquimico (ZHOU et al., 2011).
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Suali e Sarbatly (2012) constataram que o pré-tratamento com acido diluido aumenta o
rendimento da hidrolise enzimatica. J& Choi et al. (2010), mesmo sem pré-tratamentos,
obtiveram €xito na hidrélise da biomassa de Chlamydomonas reinhardtii a partir das enzimas
amilase de B. licheniformis e glucoamilase de Aspergillus niger.

A hidroélise enzimatica vem conquistando espago e tem sido foco de diversos estudos.
No entanto, mesmo com os bons resultados alcancados, a lentiddo do processo e o alto custo
das enzimas limitam sua maior aplicagdo industrial, sendo a hidrdlise quimica acida a mais
utilizada comercialmente. Também ¢é usual, para biomassas compostas de celulose ¢
hemicelulose, a combinagdo dos métodos quimicos e enzimaticos, aliados a rompimentos
fisicos (ABD-RAHIM et al., 2014; ZHOU et al., 2011).

Ap6s a hidrélise, encaminha-se para a fermentagdo, podendo também realizar uma etapa
anterior de destoxificagdo, para diminuir a concentragdo de inibidores e¢ melhorar a

fermentagao.
4.4 Fermentacio

A proxima etapa ¢ a fermentacdo alcoodlica, na qual, microrganismos degradam os
compostos organicos formando o etanol, didoxido de carbono e liberando energia. Essa etapa ¢
a esséncia do processo, sendo fundamental para produg¢do de um etanol de boa qualidade
(MATSUDO et al., 2011).

Ao se manter o hidrolisado e o agente fermentador em dornas de fermentagdo, o etanol
¢ produzido pela reducdo de aldeido acético obtido do piruvato resultante da quebra da glicose,
conforme a Figura 7. Destaca-se que a enzima responsavel pela descarboxilagdo do piruvato ¢
a piruvato descarboxilase, a qual esta presente em todos os agentes de fermentagdo alcodlica

(MATSUDO et al., 2011).

Figura 7 — Etapas da fermentacdo alcodlica.

Glicsli Liberacao edich
: ICONSE || Acido Piravico co2 Aldeido [ = ”¢a°]
Glicose & = »| Etanol

ou Piruvato Acético

Fonte: Adaptado de Martin-Juarez et al. (2017).
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A fermentacdo alcoolica possui as fases preliminar, tumultuosa e complementar. E deve
ser idealmente interrompida ao final da fase tumultuosa, a fim de poupar tempo e evitar danos
ao fermentador.

Ap6s a inser¢do dos fermentadores ao meio, verifica-se uma grande multiplicagdo
celular e pouco desprendimento de CO», essa fase ¢ chamada de preliminar. Em seguida, ocorre
a fase tumultuosa, marcada pela alta taxa fermentativa e grande liberacdo de CO», além do
aumento de temperatura, do fervilhar do mosto e da formagao de espuma. Por fim, chega-se a
fase complementar, na qual o desprendimento de diéxido de carbono ¢ bem menor, o mosto se
assenta com a redugdo da temperatura, ¢ ocorre a diminui¢do rapida do teor de aglicares
(PASCHOALINI; ALCARDE, 2009 apud RIBEIRO; BLUMER; HORII, 1999).

No Brasil, o processo fermentativo costuma seguir o método Melle-Boinot, um processo
em batelada alimentada com reciclo do fermentador. Esse é recuperado, geralmente por
centrifugacdo, do vinho resultante de uma fermentacdo anterior. Normalmente, esse método
costuma alcancar boa produtividade e diminui os riscos do agente fermentador se tornar inativo
devido a repressao catabolica, mas a fermenta¢do também pode ser conduzida em batelada ou
em processo continuo (PACHECO, 2010).

O rendimento da fermentacdo pode ser comprometido pela influéncia de variados
fatores como, por exemplo, pela temperatura, pH e teor alcodlico no meio, qualidade do
substrato, possiveis contaminagdes microbianas e pela floculagdo do fermentador
(PASCHOALINI; ALCARDE, 2009 apud RIBEIRO; BLUMER; HORII, 1999).

As leveduras, algumas bactérias e fungos filamentosos podem promover a fermentagao
alcoolica de agticares, porém, as leveduras sdo as mais utilizadas. Para a adequada aplicacao
industrial, os agentes fermentadores devem possuir alto rendimento e velocidade de
fermentagdo, ser tolerantes a acidez, ao etanol, a altas temperaturas, ¢ aos inibidores formados
durante o pré-tratamento/hidrolise, possuir estabilidade genética e se adaptar a variagdes de
concentracdo osmotica (HAHN—HAGERDAL et al., 2007; ALENCAR et al., 2009).

As enzimas possuem faixas de pH e temperatura 6timas, nas quais sua atividade ¢
maxima. Apesar das leveduras tolerarem meios com pH entre 2,5 e 8,5, a faixa 6tima para o pH
se encontra entre 4 ¢ 5, ja que em meios mais acidos o crescimento das leveduras ¢ restringido
e a proliferagdo de bactérias que venham a contaminar o meio ¢ dificultada (SCHMIDELL et
al., 2001).

Embora a velocidade da reacdo enzimatica aumente com o aumento da temperatura, a
faixa 6tima de temperatura para as leveduras se encontra entre 28 e 34 °C, pois apo6s atingir

uma velocidade maxima, o aumento de temperatura inibe a atividade enzimatica,
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principalmente em meio com alta concentracdes de etanol, podendo causar a desnaturacdo das
enzimas, tornando-as inativas (BROWN; OLIVER, 1982).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ tradicionalmente empregada na fermentagdo
industrial, uma vez que apresenta elevada tolerancia a acidez, ao etanol, e a outros inibidores,
proporcionando altas produtividades de etanol. Contudo, possui a grande desvantagem de s
ser efetiva na conversao de hexoses (BALAT et al., 2008; MUSSATTO et al., 2010).

Além das hexoses, o hidrolisado ¢ composto por outros agucares, como a xilose,
galactose, manose, arabinose. Sendo assim, para se conseguir a adequada fermentagdo de outros
monossacarideos, o uso de outros microrganismos fermentadores, além da S. cerevisiae, deve
ser providenciado (KATAHIRA et al., 2006).

Algumas bactérias, como a Escherichia coli, Klebsiella oxytocae e Zymomonas mobilis,
podem ser utilizadas para fermentacao industrial (DIEN et al., 2003). Entretanto, € preciso mais
testes visando a utilizagdo de outros microrganismos para a fermentagdo de biomassa
microalgal. Ainda, a Zymomonas mobilis, uma das bactérias mais empregadas, também s6
realiza, com bom rendimento, a fermentagao de hexoses (MUSSATTO et al., 2010).

Rempel (2018) realizou a fermentacdo de biomassa proveniente da Spirulina sp.,
adicionando nutrientes ao mosto, com 10% (v/v) de inoculo da levedura Saccharomyces
cerevisiae em temperaturas de 30 °C, pH entre 4,5 e 5, constatando uma conversdo de aglicares
em etanol de 83,56 %, alcangando maior produtividade com 16 h de fermentagdo. J& Lee et al.
(2015a), procederam a fermentacdo da biomassa residual de Chlorella sp., ap6s a extragdo de
lipideos, por 20 horas a 180 rpm, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, com
temperatura em torno de 30 °C, e obtiveram rendimentos de 79,3% e 82,4% para a fermentagdo
realizada apds a hidrolise acida e para hidrolise enzimatica simultdnea a fermentacao,

respectivamente.

4.5 Destilacao

Como o etanol ¢ geralmente comercializado na forma hidratada, com aproximadamente
95 % de etanol em volume, ou na forma anidra, com concentracdo de pelo menos 99,5 % de
etanol, ¢ necessario realizar a purificagdo do mosto resultante da fermentacdo, composto
basicamente por etanol, 4gua e outros componentes minoritarios, para elevar a concentragdo de
etanol e possibilitar sua comercializagdo (MUSSATTO et al., 2010; GIL et al., 2014).

A purificacdo ¢ realizada principalmente por meio da destilacdo, na qual a separagdo

acontece em fun¢do da diferenca entre as volatilidades relativas dos componentes da mistura,
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culminando em um vapor enriquecendo do material mais volatil e em um liquido contendo altas
concentracdes dos componentes menos volateis (MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993).

No caso do etanol obtido a partir da cana de agtcar, o vinho resultante da fermentagao
possui uma concentragdo de aproximadamente 6 a 10 °GL!, sendo viavel sua purificagdo por
meio da destilagio (JARDIM, 2014). Na obtencdo do etanol 3G, existe a preocupacdo da
geracdo de um hidrolisado com maiores concentragdes de agucares fermentaveis e métodos que
permitam maior eficiéncia de fermentacdo, para que o baixo teor de etanol ndo impossibilite a
utilizagdo da destilagdo como etapa de purificagdo.

A destilacdo da mistura etanol-agua possui varias dificuldades, entre elas estdo o
elevado consumo energético ¢ a formagdo de um azedtropo para a composi¢cdo de,
aproximadamente, 93% em massa de alcool. Essa fracdo pode ser aumentada pela redugdo da
press@o do processo, no entanto, ndo ¢ viavel economicamente obter o etanol anidro apenas
pela redugdo da pressao, sendo necessaria uma posterior desidratacdo ou o emprego de técnicas
alternativas de destilagdo para obter alcool em concentragdes superiores ao seu ponto
azeotropico (SILVA et al., 2018).

Para a obtencdo do etanol anidro os processos alternativos mais utilizados sdo a
destilacdo azeotropica por meio do uso de ciclo-hexano, a destilagdo extrativa utilizando

monoetilenoglicol ou glicerol e a desidratagdo com peneiras moleculares (GIL et al., 2014).

' E a fragdo de etanol, em volume, contida na mistura.
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5 MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS

Existem mais de 100.000 espécies de algas na Terra, distinguidas a partir de sua
pigmentacdo, ciclo de vida e estrutura celular. Esse grupo de organismos ¢ normalmente
aquatico, clorofilado, fotossintetizante, ndo vascular, sem a presenga de flores e sementes, e
produtor de esporos (HOMIAK, 2014). As algas também possuem baixo nivel de lignina e
hemicelulose, o que facilita o processo de hidrélise e aumenta a produtividade e o desempenho
do combustivel (CARRIQUIRY et al., 2011).

Através da fotossintese, as algas utilizam luz solar, nutrientes e dioxido de carbono para
seu crescimento celular, assim como, para produgdo de carboidratos e lipideos, de maneira mais
eficiente que as plantas superiores (BRENNAN; OWENDE, 2010). As taxas de carboidratos,
lipideos e demais propriedades conferidas a determinadas algas sdo influenciadas por sua
natureza, pelas condigdes de cultivo e estado fisiologico da cultura (DIAS-PALMA et al.,
2012).

Devido as vantagens de produtividade de biomassa que as microalgas possuem quando
comparadas as macroalgas, a maior parte das pesquisas abordam esses micro-organismos. A
partir de espécies e géneros apontados por alguns autores, percebe-se uma grande incidéncia de
géneros do filo das algas verdes (Chlophytas), como por exemplo, Chlorella sp. e Scenedesmus
sp. e de cianobactérias, como Spirulina sp. Mas, também sdo realizados estudos com foco em
outras microalgas, e até mesmo, macroalgas. Na Tabela 1 sdo apresentados percentuais de

carboidratos, em peso seco, de algumas microalgas.

Tabela 1 — Percentual de carboidratos, em peso seco, de diferentes microalgas.
% Carboidratos

Biomassa Referéncias
(Peso Seco)
Chlamydomonas reinhardtii 17,00 (DRAGONE et al., 2011).
Chlorella sp. 19,50 (PHUKAN et al., 2011).
Chlorella vulgaris 20,99 (WANG et al., 2013).
Dunaliella salina 32,00 (DRAGONE et al., 2011).
Dunaliella tertiolecta 21,69 (SHUPING, et al., 2010).
Euglena gracilis 14-18 (DRAGONE et al., 2011).
Prymnesium parvum 25-33 (DRAGONE et al., 2011).
Scenedesmus dimorphus 21-52 (DRAGONE et al., 2011).
Scenedesmus obliquus 10-17 (DRAGONE et al., 2011).
Spirulina platensis 31,20 (JENA et al., 2011)
Spirulina sp. 20,00 (BILLER; ROSS, 2011.)
Nannochloropsis oculata 8,00 (BILLER; ROSS, 2011.)

Fonte: Do autor (2021).
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Com base nos dados apresentados, ¢ possivel constatar uma maior quantidade de
carboidratos nas microalgas dos géneros Chlorella sp., Scenedesmus sp. e Spirulina sp.,
incidentes na literatura, quando comparadas, por exemplo, com as microalgas da espécie
Nannochloropsis oculata. Outras espécies, como Euglena gracilis e Prymnesium parvum,
citadas por Antunes e Silva (2010), também possuem um percentual de carboidratos atrativo
para a produgdo de etanol. Mas, cabe reforcar que existem outras propriedades a serem
consideradas, como por exemplo a taxa de crescimento, antes de selecionar a matéria-prima,
mesmo que possuir grandes quantidades de carboidratos seja essencial.

Apesar do seu elevado crescimento celular, altas taxas de carboidratos e maior facilidade
de fermentagdo, as microalgas necessitam de técnicas mais especificas para viabilizar o seu
cultivo, extragdo e conversdo, gerando custos de processamento superiores quando
comparados com outros tipos de cultura (SUALI; SARBATLY, 2012). Ainda que apresente
desvantagens, a grande quantidade de vantagens observadas nas microalgas faz com que
pesquisadores acreditem em uma melhor adequagdo desse grupo de algas para producdo de
etanol (MENETREZ, 2012).

A partir das microalgas, os monossacarideos que sdo fermentados para originar o etanol
sdo obtidos pela hidrolise do amido, principal polissacarideo de reserva, juntamente de
carboidratos, presentes na parede celular, com fung¢ao estrutural. A parede celular de microalgas
¢ composta essencialmente por carboidratos, sendo externamente constituida por
polissacarideos especificos, como pectina, agar e alginatos e, internamente, o principal
componente ¢ a celulose, além de outros compostos, como hemicelulose e glicoproteinas

(CHEN et al., 2013; MARTIN-JUAREZ et al., 2017).

5.1 Algas verdes

As microalgas verdes pertencem ao filo das Chlorophytas, sdo micro-organismos
fotossintetizantes bastante diversos, com cerca de 8 mil espécies distintas. Seu principal
componente de reserva ¢ o amido, e as suas paredes celulares sdo constituidas internamente de
celulose e externamente de pectina. As Chlorophyceaes, uma classe que engloba quase todas
as algas verdes, sdo conhecidas por apresentarem grandes taxas de crescimento (HADI et al.,
2016).

Os géneros Chlorella sp. e Scenedesmus sp. sdo constantemente citados na literatura para
a produg@o de bioetanol de terceira geragdo. Mas também existem estudos que apontam a

potencial produgdo de etanol a partir de outras microalgas verdes, como as do género Spirogyra
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sp. € Dunaliella sp., estudadas por Paulo (2011) e Varela-Bojorquez et al. (2016),
respectivamente. Além da espécie Chlamydomonas reinhardtii, estudada por autores como
Costa (2014), capaz de realizar fotofermentacdo, um metabolismo alusivo a fermentacdo acida
mista de bactérias, que tem como produtos elementos como o etanol e Ho.

Varela-Bojorquez et al. (2016), utilizaram a espécie Dunaliella tertiolecta por apresentar
bons teores de carboidratos e maior facilidade de cultivo devido sua alta tolerancia a salinidade,
temperatura ¢ luz. O cultivo se deu em um sistema entre 23 e 24 °C, com ciclos de 12 horas de
luz e 12 horas de escuriddo. A colheita foi realizada por centrifugagdo a 4.000 rpm e 10 °C,
com posterior lavagem com amonio 0,5 M e liofilizagdo. A biomassa foi submetida a hidrdlise
acida com acido sulfurico 1% (v/v) a 120 °C por 15 minutos, apds esse periodo a biomassa foi
filtrado para remover os residuos so6lidos, neutralizada com NaOH 2 M e autoclavada a 120 °C
durante 15 minutos. Na fermentagdo, utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae,
inoculada durante 24 horas a 200 rpm e 30 °C. A concentracdo maxima de etanol foi obtida
entre 30 e 33 horas de fermentag@o, na qual obteve-se aproximadamente 0,615 mL de etanol
por grama de biomassa, sendo essa microalga considerada adequada para a producdo de
bioetanol.

Ja Paulo (2011), para microalgas do género Spirogyra sp., realizou o cultivo em
fotobiorreatores em coluna de duas formas, com ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de
escuriddo ou iluminagao constante, sendo que sob iluminacao constante a produgdo de biomassa
foi bem mais rapida, fazendo-se mais adequada para a produgao de etanol. Nas etapas de ruptura
celular e hidrolise, o método considerado mais adequado dentre os testados, foi a hidrélise com
acido sulfurico a 2 N em autoclave a 120 °C por 30 minutos a 1,2 bar. Esse método, apesar de
ter atingido menor sacarifica¢do (78%) quando comparado a técnica que associou moagem a
48 h de hidrolise enzimatica (90%), foi avaliado como mais vantajoso em virtude do bom
rendimento obtido com a hidrdlise acida sem formacdo de inibidores e do longo periodo
necessario para realizar a hidrdlise enzimatica. Ao final, utilizando a levedura S. carlsbergensis,
foi obtido um rendimento de 82% para a fermentacdo de glucoses ¢ manoses, degradando
também alguma arabinose, mas ndo metabolizando xiloses e galactoses. O baixo teor alcoolico
produzido ndo foi passivel de detec¢do, mas em fungdo dos rendimentos proximos a outras
microalgas estudadas, a autora considerou essa biomassa uma possivel candidata para producgao
de etanol.

Microalgas do género Chlorella sp. foram estudadas por Lee et al. (2015a), que
procederam um estudo sobre a producao de etanol a partir da fermentacdo da biomassa residual

de Chlorella sp. apos a extragdo de lipideos. Primeiramente, as microalgas foram cultivadas em
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um reator de coluna de bolha Pyrex de 6 L, colhidas por centrifugacao (4000 rpm, 10 minutos),
lavadas e liofilizadas por quatro dias ou mais. Posteriormente, foi realizada a extracdo dos
lipideos, e cada kg de Chlorella sp. resultou em 0,62 kg de a biomassa residual. A hidrolise foi
testada por via acida e enzimatica em diferentes condigdes, ndo foi necessario pré-tratamento
devido ao rompimento da parede celular durante a extragdo de lipideos. A hidrdlise enzimatica
foi realizada com varias enzimas comerciais, em diferentes temperaturas (35-55 °C) e pHs (3,5-
6,5), com a concentragdo de enzimas na faixa de 0,08-2,4 mL/g de residuo de biomassa seca. A
maior eficiéncia de sacarificagdo para a hidrolise enzimatica foi de 76,8% com base na
quantidade de carboidrato total, na qual 93,8% dos monossacarideos totais eram glicose. Esses
resultados foram obtidos para a hidrolise conduzida por 3 horas com 0,8 mL de Pectinex por g
de biomassa residual a 45 °C e pH 5,5. No entanto, sob as mesmas condigdes, o rendimento da
hidrélise enzimatica testada para as células inteiras foi de apenas 22,7%. Ja a hidrolise com
acido diluido foi realizada em autoclave a 121 °C por 15 minutos na presenga de HCI ou H>SO4
em variadas concentracdes (0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 1 N), sendo obtidos melhores resultados para 0,3
N de HCI, para a qual foi alcangada uma eficiéncia de sacarificacdo de 98,2%, na qual 82%
eram glicose. Foi realizada a fermentag@o (3 mL de S. cerevisiae pré-cultivada, a 30 °C e 180
rpm por 20 horas) do hidrolisado enzimatico e do hidrolisado com acido diluido nas condigdes
de maior sacarificacdo, sendo testada também a realizacdo da hidrolise enzimatica simultinea
a fermentacdo. Foi alcangado um rendimento de 79,3% de conversdo de acucares fermentaveis
na fermentacdo do hidrolisado enzimatico e a fermentacdo, apds a corregdo do pH, do
hidrolisado acido resultou na producdo de 0,4 g etanol/g agucar fermentavel. Na hidrolise
enzimatica com fermentacdo simultdnea, a biomassa residual foi misturada a uma solucdo
tampao de acetato de sodio (pH 6,0), S. cerevisiae inoculada e 0,8 mL de enzimas por grama
de biomassa, obtendo um rendimento de etanol de 82,3%. Assim, a hidrolise enzimatica com
fermentag@o simultinea foi o procedimento com maior eficiéncia na formagéo de etanol, além
de ser um processo mais simples e rapido, sendo apontado como mais adequado para esse caso.
Por fim, a utilizagdo dessa biomassa residual foi considerada possivel, além de contribuir para
viabilidade econdmica da producdo de biocombustiveis a partir de microalgas.

Klein (2013) e Martins (2018) também estudaram as microalgas do género Chlorella.
Klein (2013) realizou o cultivo em fotobiorreator de placa plana, analisando algumas variaveis
de cultivo e alcangando maiores produtividades de carboidratos para o cultivo submetido a alto
fluxo luminoso, com iluminaga@o continua, concentracdes de CO; intermediarias (7,5%) e baixos
teores de nitrogénio. A ruptura das células anterior a hidrolise foi feita por desintegracdo

mecanica através do uso de pildo e almofariz. Para a hidrélise 4cida utilizando H2SO4 2 N, a
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120 °C em autoclave vertical por 30 minutos, foi possivel atingir concentracdes de até 2 g/L de
aglcares fermentesciveis, no entanto, a quebra das paredes celulares e a liberacdo de acticares
nao foi completa, pois foram detectadas células inteiras, provavelmente devido a maceragdo
ineficiente da biomassa. Além disso, a hidrolise acida a alta temperatura resultou na formacao
de inibidores e perda de agucares fermentesciveis pela sua decomposicdo, as hexoses foram
degradadas em éacido levulinico e HMF, enquanto o furfural ¢ resultado da degradacdo de
pentoses. Ja a fermentagao foi realizada em agitador orbital a 30 °C e agitagdo de 160 rpm por
120 horas, utilizando 10 gramas de massa umida da levedura Dekkerabruxellensis CCA155
(mantida no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos) por litro de
hidrolisado. Apesar de ser capaz de converter diferentes hexoses e pentoses em etanol, essa
levedura possui um metabolismo mais lento quando comparada a Saccharomyces cerevisiae, o
que somado as baixas concentragdes de agticares no hidrolisado, culminou em baixos teores de
etanol que ndo puderam ser detectados pelo HPLC. Assim, a adaptacdo das leveduras ao
hidrolisado de microalgas, a otimizacdo da hidrolise de maneira a disponibilizar maior
concentracdo de agucares, assim como a quantidade de leveduras e o tempo ideal de
fermentagdo precisam ser avaliados para que seja possivel a producao de etanol a partir dessa
biomassa utilizando a levedura Dekkerabruxellensis.

Ja Martins (2018) avaliou ser possivel a extragdo integrada de lipideos e carboidratos da
microalga Chlorella sp. para a producdo conjunta de bioetanol e biodiesel. E obteve bons
resultados aplicando a hidrolise acida (5 % (v/v) de H2SO4, a 120 °C, por 10 minutos),
utilizando uma concentrag¢do 10 g/L de solidos totais, que resultou em um rendimento de 89%
de sacarificagdo. No entanto, constatou que uma maior concentragdo de biomassa reduz a
eficiéncia de hidrolise, provavelmente, devido ao contato insuficiente entre as células e o acido,
o que dificulta a ampliagdo de escala.

Huahuachampi e Conto (2020) objetivaram a produgdo de etanol a partir da biomassa de
Scenedesmus obliquus cultivada em agua residual de lavanderia doméstica. Inicialmente, o
cultivo foi realizado em um fotobiorreator tubular com emprego de aguas residuais de
lavanderia doméstica, a producdo ideal ocorreu em aproximadamente 28 dias. Além da
viabilidade de producdo microalgal, o cultivo foi considerado capaz de efetuar o tratamento
dessas aguas residuais contendo nitratos e fosfatos, pois as concentracdes de nitratos anterior e
posterior ao cultivo, respectivamente, foram de 23,56 mg/l e 4,81 mg/1, enquanto a concentragao
de fosfato decresceu de 30,45 mg /1 para 4,30 mg /. A biomassa de algas foi colhida por
sedimentacao/floculacdo com sulfato de aluminio e desidratada em secador solar. As melhores

condi¢cdes experimentais de hidrolise foram obtidas utilizando acido sulfurico. Nesse processo,
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primeiramente, a biomassa (0,5 kg) foi suspensa em 5 L de HoSO4 (2 N) a 25 °C e depois
colocada em autoclave por 30 minutos a 120 °C e 15 psi, resultando em 47 g de agtlicares
fermentaveis totais para cada 100 g de microalgas. Apds a hidrolise a biomassa foi filtrada e
teve seu pH ajustado entre 4,0 e 4,5 com Mg(OH).. O agente fermentador utilizado foi a
levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ a fermentagdo foi conduzida por 30 horas sob agitacdo de
115 rpm, pH entre 4,0 e 5,0 e temperatura de 30 a 35 °C. Durante a fermentacdo, foram
consumidos 71,9 % dos aglcares totais, alcancando entre 28 e 30 horas uma concentracdo de
15,5 g/L de etanol. Essa foi mantida constante e ap6s a destilacdo, o teor de etanol obtido por
destilagdo foi de 14% em peso, segundo os autores, sendo condizente com outras investigacdes
feitas da mesma forma.

Miranda (2011) também utilizou as microalgas da espécie Scenedesmus obliquus para a
produgdo de bioetanol. Nesse estudo, o método que resultou em uma maior extragdo de agucares
também foi a hidrodlise acida com H2SO4 (2 N), em autoclave por 30 minutos a 120 °C. Além
disso, com a secagem prévia da biomassa a eficiéncia de sacarificagdo foi aumentada em 55%,
tendo um papel importante no processo, possivelmente devido ao enfraquecimento da parede
celular. Foi obtido melhores resultados de fermentacdo utilizando a levedura K/uyveromyces
marxianus, a qual resultou em uma concentragdo de etanol de 11,7 g/l ap6s 24 h de
fermentagdo. E, em fun¢do do baixo rendimento de formacdo de etanol, conclui-se que
provavelmente ocorreu a formacao de inibidores durante o processo, o que justificou a baixa
eficiéncia de fermentagao.

Por meio dos trabalhos descritos ¢ possivel perceber que no geral as concentracdes de
etanol obtidas sdo baixas, sendo necessario desenvolver microalgas com maiores teores de
carboidrato e realizar otimizagdes no processo como um todo para viabilizar a producdo
comercial de etanol 3G.

No cultivo, algumas alternativas encontradas para agregar maiores concentracdes de
carboidratos na biomassa, foram mantendo a cultura sob iluminagdo continua, concentragdes
médias de CO; e baixos teores de nitrogénio (KLEIN, 2013; PAULO, 2011). Outro ponto
notado, foi a importancia da secagem prévia da biomassa, que, no trabalho de Miranda (2011),
permitiu o aumento de 55% na eficiéncia de sacarificagdo obtida pela hidrélise acida da
microalga Scenedesmus obliquus.

Além disso, a maior parte dos autores aplicaram a hidrdlise acida associada a altas
temperaturas, que pode gerar inibidores de fermentag@o. Ainda, a levedura mais utilizada foi a
S. cerevisiae, que s6 apresenta altas taxas de fermentacdo a partir de hexoses. Esses fatores,

contribuem para as baixas quantidades de etanol produzidas, sendo necessario maior énfase no



47

aprimoramento da hidrdlise enzimatica e de outros microrganismos fermentadores. Uma
abordagem interessante foi realizada por Lee et al. (2015a), que obtiveram sucesso realizando
a hidrolise enzimatica simultdnea a fermentacdo, o que traria vantagens relativas a reducdo de
uma etapa de processo, deixando-o mais simples, rapido e acessivel.

Outras melhorias foram apontadas por Huahuachampi e Conto (2020), que mostraram ser
possivel a utilizacdo de aguas residuais de lavanderias domésticas, o que diminuiria os gastos
com nutrientes no cultivo. Por fim, Martins (2018) e Lee et al. (2015a) concluiram ser viavel a
extragdo integrada de lipideos e carboidratos da microalga Chlorella sp. para a producdo
conjunta de etanol e biodiesel, o que contribuiria abundantemente para a viabilizagdo da
produgdo de biocombustiveis 3G, pela redugdo dos custos de produgéo e adigdo de valor ao que

seria um residuo.

5.2 Cianobactérias

As microalgas do filo Cyanobacteria sdo procariontes, fotoautroficas e geralmente
apresentam coloracdo azul esverdeada. Uma das grandes vantagens do uso de cianobactérias
para a producdo de etanol ¢ a capacidade desses microrganismos de realizar fermentagdo sem a
necessidade da adi¢do de agentes fermentadores, como as leveduras (DVORAK, 2015;
PALINSKA; KRUMBEIN, 2000; GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2012).

A maior parte dos estudos encontrados envolvendo cianobactérias foram utilizando as
microalgas do género Spirulina. Rempel (2018) propds produzir bioetanol reutilizando a
biomassa residual para posterior producdo de biometano. O cultivo foi realizado em tanques
abertos de 10 L com agitagdo e suplementacdo com Zarrouk 20%. As microalgas foram
recuperadas por filtragdo, em tela de nylon, apos atingirem a fase de declinio e submetidas a
secagem em estufa por 24 horas a 50 °C, resultando em uma biomassa com 55% de
carboidratos. O método fisico de ruptura celular testado com o melhor desempenho foi o de
congelamento/descongelamento. Em seguida, foi avaliada a hidrélise enzimatica utilizando as
enzimas alfa-amilase e amiloglicosidase livres e imobilizadas, com temperatura 6tima de 50 °C
e pH de 5,5. Para a imobilizacdo das enzimas, foram adicionados 5 ml de poliol poliéster e 5
ml de isocianato de tolueno, mantendo a relagdo 5:5 (v/v), depois, os suportes com as enzimas
foram colocados por 24 horas em dessecador, fracionados, embalados a vacuo e armazenados
a4 °C. A hidrolise da solucdo de Spirulina 20% (m/v) teve duragdo de 24 horas, com agitacao
de 150 rpm e com o meio mantido a temperatura e pH 6timos. Nessas condigdes, a hidrolise

com 1 % (v/v) de cada uma das enzimas ndo imobilizadas alcangou rendimentos proximos a



48

100%, enquanto que para hidrolise com as enzimas imobilizadas, a maior eficiéncia foi de
83,19%, ao se adicionar 1% (m/v) do suporte com enzimas imobilizadas em conjunto, na razao
de 1,5 mL de enzimas para aproximadamente 10 g de suporte. A menor eficiéncia se deu em
funcdo do menor volume de enzimas adicionado, mas é possivel perceber que as enzimas
imobilizadas possuem maior atividade, pois mesmo em concentragdes de enzima inferiores
alcancaram uma sacarificacdo satisfatoria. No entanto, as enzimas imobilizadas nao
apresentaram bons resultados de reuso, o que pode ter ocorrido pelo desprendimento e
lixiviagdo das enzimas durante as 24 horas de reagdo. A fermenta¢do conduzida a 30 °C, pH
entre 4,5 ¢ 5, e utilizando 10% (v/v) de inéculo da levedura Saccharomyces cerevisiae foi
realizada para diferentes concentragdes de hidrolisado, com ou sem a adi¢do de nutrientes ao
mosto. Para a fermentacdo sem a adi¢do de nutrientes, aplicando 3% de hidrolisado no preparo
do indculo, foi obtida uma conversao de 83,36%. Ja adicionando 15% de hidrolisado no preparo
do inoculo, as conversdes de acglcares em etanol foram de 83,56% ¢ 74,11%, com e sem a
adicao de nutrientes ao mosto, respectivamente. Na fermentagdo com melhor rendimento, foi
produzido 23 g/L de etanol, alcancando maior produtividade com 16 h de fermentagao. Por fim,
constatou-se um bom potencial para a producdo de biometano com a biomassa residual de
Spirulina sp., agregando maior viabilidade economica ao processo.

Peron (2018) objetivou a utilizagdo de residuos da extragdo de proteinas da biomassa de
Spirulina platensis para a producdo de etanol. Apoés a extracdo de proteinas por tratamento
ultrassdnico com agitagdo em meio alcalino, os residuos s6lidos da extragdo foram combinados
com os residuos liquidos da precipitagdo das proteinas na razdo de 100 g/L. Como o processo
de extragdo das proteinas também resulta na liberacdo dos carboidratos ndo foi necessario
aplicar outro método de ruptura celular, seguindo para a hidrélise enzimatica. Anteriormente a
adi¢do das enzimas, o meio passou por ajuste de pH e autoclavagem a 121 °C por 10 minutos
para a liquefacdo do amido. Apos o resfriamento até a temperatura 6tima para a atividade das
enzimas, essas foram adicionadas simultaneamente. A hidrolise enzimatica foi realizada a 50
°C, pH de 5,5 por 24 horas, utilizando 0,5; 1,0 ¢ 1,5% (v/v) das enzimas o-amilase e
amiloglucosidase, obtendo melhor rendimento para a adi¢do de 1 % (v/v), para a qual se atingiu
uma eficiéncia de 92,80%. A fermentacdo do hidrolisado com melhores condi¢des de hidroélise,
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, foi conduzida a 30 °C por 12 horas, formando
8,06 g/L de bioetanol, com eficiéncia de 100% e produtividade de 0,533 g/L h. Por meio desse
trabalho ¢ possivel concluir que a espécie S. platensis, apesar do seu baixo teor de lipideos, ¢
uma matéria-prima potencial para a producdo de etanol em sistema de biorrefinarias, sendo

possivel a aplicacdo integral da biomassa, por meio do uso das fra¢des residuais da extragdo de
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lipidios e proteinas, que sdo compostos de valor agregado, para produgdo de bioetanol 3G, o
que pode ser uma forma de alcangar a viabilidade econdmica de producdo desse combustivel.
Castrodeza (2016) realizou seu trabalho com a espécie Spirulina maxima. O cultivo
realizado em fotobiorreatores com agitag@o e sob condi¢des de estresse nutricional, atingiu altos
teores de carboidrato. A privagdo de fosforo foi a melhor maneira de aumentar o acimulo de
carboidratos sem afetar a produtividade de biomassa, pois apesar da reducdo da concentracao
de nitrogénio no meio de cultivo também favorecer o acumulo de carboidratos, essa
manipulag¢do reduziu consideravelmente o crescimento das microalgas. Para a cultura com
deficiéncia de fosforo (2 mg/L), foi obtido, em 9 dias de cultivo, uma concentragdo celular de
1,7 g/L com teor de carboidratos de 62% em massa, sendo o principal a¢tcar (97%) a glicose.
Enquanto o cultivo com escassez de nitrogénio (200 mg/L), em 9 dias, resultou em uma
biomassa contento 67% de aglcares, mas com concentragdo de biomassa igual a 1,14 g/L.
Foram testadas a hidrolise acida ou a combinagdo de pré-tratamento térmico seguido de
hidrélise enzimatica. Para a hidrolise acida foi utilizado acido sulfurico, as concentracdes de
0,5%, 1%, 2% em volume foram avaliadas, os experimentos foram realizados com 3% em peso
de biomassa seca e, para cada concentracdo, foram realizadas autoclavagens a 121 °C por 15,
30 e 45 minutos, sendo os melhores resultados obtidos para a concentragdo de 1% (v/v) em
autoclave por 45 minutos, para a qual foi atingida 19 g/L de glicose no hidrolisado (proximo a
100% de eficiéncia). Porém, para uma maior concentragdo de biomassa, a eficiéncia do
processo sofreu uma drastica redug¢do, ao se aplicar 10% em peso de biomassa seca o
rendimento da hidrolise caiu para 50%. Ja a hidrolise enzimatica, foi realizada utilizando as
enzimas Liquozyme SC DS e Spirizyme Fuel, doadas pela Novozymes (Dinamarca) ¢ o pré-
tratamento térmico, a 121 °C, foi testado com diferentes periodos (0, 15, 30 e 45 minutos). Apds
o pré-tratamento térmico, a hidrolise enzimatica foi realizada pela adi¢do de 0,01 grama de
enzima Liquozyme por grama de biomassa seca, e a temperatura foi mantida a 80°C por 2h.
Ap6s o resfriamento, foi acrescentado 0,01 g de Spirizyme Fuel por grama de biomassa seca ¢
a solugdo foi mantida em uma incubadora orbital a 50°C, com agita¢do de 175 rpm por 24h. O
melhor resultado foi encontrado para a hidrélise enzimatica com 3% em peso de biomassa seca
e pré-tratamento térmico de 30 minutos, alcancando uma concentracdo de glicose no
hidrolisado de 15,7 g/L (95% de eficiéncia). Para a realizacdo da fermentacdo, utilizando 3%
em volume do indculo da levedura Saccharomyces cerevisiae, o pH do meio foi ajustado para
4, e a fermentacdo foi conduzida em um incubadora orbital a 30 ° C, 175 rpm, durante 24 horas.
Os hidrolisados resultantes da hidrélise acida e enzimatica com melhores resultados foram

submetidos a fermentacao, atingindo 7,2 g/L de etanol e rendimento global do processo de 240



50

g etanol por quilo de biomassa seca para a hidrdlise acida, e 6,9 g/L de etanol e rendimento
global de 230 gramas de etanol por quilo de biomassa seca para o hidrolisado enzimatico,
obteve-se, portanto, maior rendimento a partir da hidrdlise acida. No entanto, foi concluido que
a producdo de etanol so seria viavel economicamente utilizando teores de biomassa acima de
7,5 % em massa, pois o consumo de energia diminui significativamente, sendo necessario
otimizar o rendimento para maiores cargas de biomassa nas etapas de hidrolise e fermentacao,
para se obter mostos com maiores concentragdes de etanol.

Assim como para as microalgas verdes, no geral as concentracdes de etanol obtidas a
partir de cianobactérias sdo baixas, o que ainda ¢ agravado pela drastica reducao da eficiéncia
do processo ao executd-lo com maiores cargas de biomassa, sendo necessario buscar
alternativas.

No cultivo, a privagdo de fosforo foi outra forma encontrada para aumentar o acimulo
de carboidratos. Essa foi mais apropriada para a Spirulina mdxima, por ndo afetar
significativamente a produtividade de biomassa, uma vez que a escassez de nitrogénio, apesar
de também propiciar o aumento da concentragdo de carboidratos, impactou o crescimento
celular (CASTRODEZA, 2016)

Na etapa de hidrolisacdo dos polissacarideos, mais estudos como o de Rempel (2018)
poderiam ser executados, pois a imobilizagdo das enzimas seria uma boa solugdo para otimizar
a hidrolise enzimatica, uma vez que as enzimas imobilizadas com éxito apresentam maior
atividade e possibilitam seu reuso, necessitando de menores quantidades de enzimas,
diminuindo o alto custo com esses biocatalizadores, e o tempo de reagdo. O que resultaria na
maior utilizagdo da hidrélise enzimatica, solucionando a dificuldade associada aos inibidores
formados durante a hidroélise acida.

Além disso, as microalgas do género Spirulina sp., apesar do seu baixo teor de lipideos,
se mostraram uma matéria-prima potencial para a producdo de etanol em sistema de
biorrefinarias. Peron (2018) obteve bons resultados para a produgdo de etanol utilizando os
residuos da extracdo de proteinas. Ja Rempel (2018) encontrou potencial para a produgdo de
biometano com a biomassa residual da producdo de etanol, sendo formas de melhorar a

viabilidade econémica de produgdo do etanol 3G.

5.3 Demais algas

Devido a grande variedade de algas, também existem estudos realizados com outras

microalgas e até macroalgas. Como por exemplo, Hargreaves (2013), objetivou a producdo de



51

etanol utilizando a macroalga Kappaphycus alvarezii, classificada como uma alga vermelha.
Nesse estudo, foi empregado um pré-tratamento com &cido sulfurico diluido, seguido de
hidrolise enzimatica. A fermentacdo foi realizada em batelada simples por meio da levedura
Saccharomyces cerevisiae. E os resultados apontaram essa espécie como potencial biomassa
para producdo de etanol de terceira geracdo. Essa alga ainda ¢ fonte de carragena, um
subproduto de alto valor agregado que pode contribuir para a viabilizag¢do da produc¢do do etanol
3G.

J& Silva Neto (2013) buscou estudar a alga marinha vermelha Hypnea musciformis.
Inicialmente, essa espécie foi adquirida de um cultivo comercial, localizado na praia de
Flecheiras, municipio de Trairi, Ceara. Posteriormente, a biomassa foi submetida a lavagem,
secagem e trituragdo para subsequente hidrolise com acido cloridrico (0,5 M), em autoclave a
121 °C por 20 minutos. A fermentacao foi efetuada por 52 horas a 30 °C, utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Na fermentagdo, 82,5% da glicose e 72% da galactose foram
convertidas, resultando em 5,3 g/L de etanol. Assim, essa biomassa foi configurada como outra
possivel fonte para a producao de etanol.

Por fim, Andrade (2018) aspirou a utilizagdo da espécie Euglena gracilis para a
producdo de etanol, uma vez que essa microalga ndo requer pré-tratamento, por ndo apresentar
uma rigida parede celular. Durante o estudo, alternativas foram testadas para aumentar a
producdo de paramylon, um carboidrato semelhante ao amido formado por essa espécie. Em
meio lactato o crescimento celular foi superior ao observado em meio mineral e a centrifugagao
foi 0 método de separagdo de biomassa mais adequado. Além disso, a utilizacdo com FeCl»
como fonte de estresse, apesar de ter aumentado razoavelmente a produtividade de biomassa,
ndo influenciou consideravelmente o acimulo de paramylon. A hidrdlise enzimatica, com
Cellulase (50 mL/L) por 72 horas, atingiu concentracdo de aglicares fermentaveis 5 vezes
superior a obtida pela hidroélise com acido sulfurico diluido (0,06% (v/v)) em uma autoclave
vertical a 127 °C por 10 minutos. E a fermentacdo, utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae, da biomassa obtida com as melhores condig¢des alcangou um alto rendimento global,
sendo essa espécie uma matéria-prima potencial para a producao de etanol.

Esses estudos indicam outras possiveis matérias-primas, mas assim como para as
microalgas verdes e cianobactérias, ainda s3o necessarias otimizagdes para ser vidvel a

producdo de etanol 3G de forma comercialmente competitiva.
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6 VIABILIDADE E PERSPECTIVAS DA PRODUCAO DO ETANOL 3G

Devido as inumeras vantagens da produgdo de etanol a partir de microalgas e
cianobactérias, existe um grande interesse de recorrer a produg@o de etanol 3G para atender a
maior demanda por combustiveis limpos e renovaveis. No entanto, atualmente, a producao
dessa geracdo de bioetanol em escala industrial ndo ¢ comercialmente competitiva, pois o custo
de processamento € bastante superior ao de outras biomassas, em fungdo da necessidade de
técnicas mais especificas para o cultivo e conversao das microalgas (SUALIL.; SARBATLY,
2012).

Segundo Reis e Gouveia (2013), autores estimam o custo de produgdo em cerca de 5000
euros por tonelada, bastante superior aos 700 euros por tonelada convencionados para
viabilizacdo de biocombustiveis. Outros pesquisadores, estipulam o custo de producdo de
biocombustiveis de terceira geracdo entre 3 e 4 dolares por litro, bem acima do valor que o
etanol 1G ¢ comercializado atualmente (SILVA; SILVA, 2019).

Apesar da existéncia de experimentos em escala laboratorial que alcancaram a producdo
de etanol a partir de microalgas, ¢ possivel perceber a existéncia de estudos, que mesmo em
pequena escala, ndo obtiveram sucesso. O que enfatiza a importancia de uma criteriosa triagem
e sele¢do da biomassa, assim como, de aprimorar e analisar cuidadosamente os métodos mais
adequados para cada etapa de produgao.

Os estudos apontam a necessidade de aprimorar varias técnicas em diferentes etapas de
producdo para a viabilidade ser alcangada. Como a sele¢do de microalgas com caracteristicas
que favorecam a produtividade e reducdo de custos, a otimizagdo dos sistemas de cultivo,
colheita e secagem, melhores condi¢des de rompimento celular e hidrélise, € métodos que
permitam maior eficiéncia de fermentacio de outros monossacarideos além das hexoses.

A inser¢do de caracteristicas que facilitem a producdo por meio da modificagdo genética
das microalgas, a utilizag@o de sistemas hibridos para oferecer melhores condi¢des de cultivo
em um primeiro momento e diminuir o custo utilizando uma segunda etapa aberta, a utilizacao
de aguas residuais e a reutilizacdo de nutrientes que restaram do proprio processo de producdo
de etanol para facilitar o suprimento de grandes quantidades de agua e reduzir os custos com
nutrientes, o estudo de melhores combinagdes de métodos de pré-tratamento e hidrolise, de
formas de tornar o processo de hidrolise enzimatica mais rapido e barato, e de outros
microrganismos fermentadores, como as bactérias, sdo alternativas potenciais para auxiliar na
viabilizagdo da producdo de bioetanol 3G (HARUN et al., 2010; KATAHIRA et al., 2006;
KOSE; ONCEL, 2016; KUMAR et al., 2010; MUSSATTO et al., 2010).
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Mas a estruturacdo de biorrefinarias que integrem a producdo de varios bioprodutos de
valor agregado, como a geragdo simultanea de bioetanol, biodiesel, biogas e hidrogénio verde,
a extracdo de pigmentos e proteinas, parece ser uma das melhores formas de aumentar a
viabilidade de producao de etanol a partir de microalgas, por diminuirem as perdas inerentes ao
processo e os custos de producdo, além de agregarem valor a subprodutos (BRASIL, 2014; LEE
et al., 2015a; MARTINS, 2018; RADZUN et al., 2015).

Assim, em func¢do dos diversos estudos desenvolvidos, as perspectivas sdo que as
limita¢des logo serdo minimizadas, existindo a possibilidade de que no futuro as microalgas se
tornem uma das matérias-primas mais utilizadas para producdo de etanol (FERREIRA et al.,
2021). E, apesar de ter iniciado as pesquisas posteriormente a paises como Estados Unidos,
Japao, Chile e alguns europeus, o Brasil podera se destacar na produ¢do de biocombustiveis 3G
devido sua grande extensdo costeira, abundancia de agua, e altos niveis de insolagdo,

caracteristicas que favorecem o cultivo de microalgas em grande escala (SILVA et al., 2020).
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7 CONCLUSAO

Por meio deste trabalho foi possivel verificar que, nas condi¢des atuais, em consequéncia
dos elevados custos relativos ao cultivo e processamento das microalgas, a produgéo de etanol
3G em escala industrial ndo é economicamente viavel. No entanto, existem diversos estudos
direcionados a produgdo de etanol a partir de microalgas devido a potencialidade encontrada
nessa biomassa, a crescente demanda por combustiveis mais limpos e renovaveis, assim como,
a reprovacdo do uso de terras araveis e alimentos para outros fins que ndo sejam alimentares,
gerando perspectivas para a futura viabilizagdo da producao de etanol 3G.

Também foi possivel compreender as vantagens e desvantagens de cada método de
rompimento celular e hidrolise, bem como, de sistemas de cultivo abertos e fechados. Sendo o
uso de sistemas hibridos uma interessante alternativa para a viabilizacdo do cultivo de
microalgas em grande escala, por alcangarem produtividades maiores do que as obtidas em
sistemas abertos, sem o elevado custo dos sistemas fechados.

Além disso, dentre uma variedade de microalgas, os estudos utilizaram com frequéncia
biomassas dos géneros Scenedesmus sp., Chlorella sp. e Spirulina sp.. Ainda, foi possivel
observar o maior emprego da hidrolise acida a elevadas temperaturas, além do potencial da
hidrolise enzimatica para atingir maiores conversdes sem a formagao de inibidores.

Os estudos também indicaram a importancia de selecionar as microalgas mais adequadas
e a necessidade de aprimorar e definir criteriosamente os métodos mais vantajosos para cada
etapa de producdo. Por fim, a alternativa apontada como mais promissora para possibilitar a
producdo comercial de etanol 3G foi a estruturacdo de biorrefinarias que produzam diferentes

bioprodutos de valor agregado simultaneamente.
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