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1. Introducéo

Cabe inicialmente resgatar trés posicoes expressas em “BiodieselBR Revista”, ano 4, n°.
20, de dez/2010-jan/2011. De Frederico Durdes (EMBRAPA): “Ndo temos como criar
conhecimento, dominio tecnolégico e logistica semelhantes a da soja em cinco ou dez anos.
N&o temos como tirar isto da cartola (comparando a soja e micro-algas enquanto fontes
oleaginosas)”. De Joao Norberto Noschang Neto (PETROBRAS Biocombustiveis) : “Podemos
dizer seis anos, para uma perspectiva otimista, e dez, para uma negativa (analisando
resultados praticos com algas). Do Prof. Paulo Suarez (IQ-UnB): "Foi-me impossivel
conseguir (alguns litros) 6leo de microalga para ensaios laboratoriais, salvo uma promessa’.
Diferentes dizeres, mesmo e preciso diagnostico. Alias, o ultimo autor, em forma concisa mas
nao menos eloqulente, resgata as 3 maiores vantagens dos biocombustiveis de micro-algas (a
alta produtividade, o ciclo curtissimo de producdo e a ndo competicAo com 0s graos
alimenticios), cotejando também os aspectos restritivos da dificuldade de colheita e extracéo,
além do pouco conhecimento da qualidade combustivel (alta insaturacéo e teor elevado de
acidez).

O parque fabril biodieselizador brasileiro tem repousado em 78% de 0Oleo de soja
para sua notavel producdo de > 2 bilhdes de litros / 2010 (Odacir Klein, UBRABIO — Unido
dos Produtores de Biodiesel, “Dinheiro Rural”, Ed. 75, Ano 7, Jan/2011). Situacao similar tem
ocorrido na industria de biodiesel dos USA por conta da forte articulagdo do duo ASA —
American Soybean Association e NBB — National Biodiesel Board. Tem havido muitos apelos
académicos nacionais em prol do dendé e pinhdo-manso (defendidos, por ex., pelo
especialista em oOleoquimica de biocombustiveis, Prof. Donato Aranda, da UFRJ e pelo
assessor da Presidéncia Republica para Assuntos Estratégicos, Eng. Agr. Décio Gazzoni),
mas a 22. fonte em volume, segue sendo, ainda que modestamente (< 16%), o sebo bovino,
mais a distancia seguido por 3% com caroco de algodao”. Logo, ha muito espago para o
duelo (futuro) entre a soja e as micro-algas e as vertentes de consideracdo sdo bastante
variadas. O tema é candente, a discusséo progressiva em bases cientificas se impde e esta é
a intencdo desta revisdo, entdo inevitavelmente longa e permeada de consideracfes de
cunho argumentativo.

As (micro)algas constituem um ramo industrial j& bem definido no que toca as suas
aplicac6es ndo-combustiveis [1]. A lista vai de biopolimeros (alginatos, agar, carragenanas) /
bioplasticos, alimentacdo (racdo) humana e animal, produtos farmacéuticos (cosmeéticos,
nutracéuticos) até o controle da poluicdo (sequestro de CO,, uranio, pluténio; tratamento de
aguas servidas). Como um exemplo isolado, somente na exploracdo de carotendides
(nutracéuticos anti-oxidantes e combatedores de radicais livres pro-envelhecimento), segundo
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a BBC Research, os subtipos astaxantina e cantaxantina (amplamente empregados na
aguacultura de espécies laranja-avermelhadas como a lagosta, camarao e salmao) o porte de
mercado (2007) de, respectivamente, US$ 220 e 110 milhdes, elevar-se-a para (2015) US$
252 e 117 milhdes. S&o mercadorias na base de US$ 2.000 / kg. Como o biodiesel e/ou um
neo-diesel de micro-algas tem valor agregado muito mais baixo (US$ 1.00 — 2.00 / kg) , esta
nova fatia de mercado somente pode se impor pelo volume de fabricacdo, qualidade
combustivel inquestionavel e preco competitivo com os derivados de petréleo. Ou seja,
adocdo de uma mudanca cultural profunda no que tange as matrizes energéticas
combustiveis.

Mas o horizonte cientifico-tecnolégico é animador para 0os biocombustiveis de micro-algas.
De acordo com o “Oilgae Comprehensive Report / 2010” o nimero de empresas diretamente
envolvidas nos USA na producéo de biocombustiveis de algas saltou de 1 (2001) para > 200
(meados de 2010). Em paralelo > 40 Universidades (a maioria nos USA como o MIT -
Massachussets Institute of Technology ) conduzem pesquisas em ritmo intenso no mesmo
tema. Grandes companhias de investimento (e.g., Arch Venture Partners, Blue Crest, Access
Private Equity) tem direcionado seus recursos financiando empresas novatas em (micro)algas
(Sapphire Energy, Solazyme, GreenFuel Technologies). Apareceram como indicadores
pregressos da vitalidade do novo setor [2] : a) os dois primeiros veiculos automotores de
passeio abastecidos com uma B-20 a base de biodiesel de microalga (produzidos pela
Solazyme) rodaram no “2008 Sundance Film Festival” abrilhantando o documentario “Fields of
Fuel”, de JoshTickell, um dos patronos do biodiesel nos USA; 21.Jan.2008; b) A PetroSun
iniciou a operacdo da 12. planta de biodiesel de microalgas do mundo, em 1°.abril.2008,
localizada em Rio Hondo (sudeste do Texas, USA), a qual se estende por 445 ha (16,6
milhdes de litros de 6leo de alga / ano), sendo que 5% da &rea estd reservada para a
producdo de um novo combustivel para jatos (JP8); c) aprovado num teste B-100 em uma
camioneta Ford F-450, o biodiesel de micro-algas da Solazyme, com propriedades superiores
de desempenho a frio, foi aprovado para testes e uso na Marinha dos USA em motores
pesados do ciclo Diesel; 17.Abr.2008.

Em vista dos questionamentos levantados por algumas autoridades na questdo
controvertida do desvio de plantas superiores oleaginosas alimenticias (e.g., soja) para fins
biocombustiveis (biodiesel) como o caso de Jacques Diouf, Diretor-General da Food
Agriculture Organization of the United Nations (FAO / ONU) * e do Prof. Francelino J.L.M.
Grando, ecologista da UFSCar — Universidade Federal de S&o Carlos, entdo Secretério de
Politica de Informéatica e Tecnologia do MCT — Ministério da Ciéncia e Tecnologia (2003) **,
cabe lembrar o apelo mais consistente do cultivo de micro-algas para fins biocombustiveis :
elas ndo competem com a agricultura tradicional fornecedora de alimentos humanos e
animais, pois ndo ha demanda de terras férteis e/ou araveis.

(*) “Ninguém compreende como 11 a 12 bilh6es de US$ em subsidios de 2006 e a edigdo de
politicas de protecao tarifaria tém tido o efeito de desviar 100 milhdes de toneladas de cereais
do consumo humano, a maioria para satisfazer a sede de combustivel veicular’ (Reunido da
FAO, em Roma, Junho de 2008).

(**): “Ha um risco sério de que um programa de biodiesel, mal estruturado, possa implicar em
“canibalizagcao da soja”.

2. OUTRAS TECNOLOGIAS ENERGETICAS COMPETITIVAS DE ULTIMA GERACAO



Antes da abordagem propriamente dita do “duelo soja versus micro-algas” convém
descortinar alguns exemplos das (bio)tecnologias em emergéncia que geram competitividade
alternativa as micro-algas (e mesmo a soja) por conta de seu ousado nivel de inovagédo. A
companhia LS9, clonando genes estratégicos de cianobactérias (antes algas azul-
esverdeadas) na bactéria E. coli, desenvolveu inicialmente uma biotecnologia pioneira de
conversdo direta de acuUcares de biomassa em alcanos, componentes nobres da gasolina,
diesel e querosene de aviacdo. A tecnologia fermentativa dispensa etapas caras como a
destilacdo e hidrogenacéo e o produto, secretado pela bactéria, por uma questdao de menor
densidade, flutua e pode ser facilmente recolhido. Como soe acontecer, a LS9, fechou
estratégicas parcerias com gigantes como a Chevron e Procter & Gamble [3]. Segundo
informagéao pessoal que nos foi prestada por Jon Ballesteros, Diretor de Assuntos Externos da
LS9, um dos outros produtos do arrojado portfélio da companhia é o “Ultra Clean Diesel”, um
éster metilico que preenche todas as especificacbes da D-6751 (USA) e da ANP-7 (Brasil).
Segundo Décio Gazzoni, assessor da SAE — Secretaria de Assuntos Estratégicos da
Presidéncia da Republica, foi a capacidade inovadora da jovem LS9 que lhe garantiu o
cobicado prémio “Presidential Green Chemistry Challenge Award / 2010” do Governo dos
Estados Unidos, concessao coordenada pela EPA - Environmental Protection Agency em
favor do “Renewable Petroleum-"™ . Segundo a LS9, este particular produto, prové na
combustdo, uma reducdo de 85% nos componentes poluentes quando comparado ao 6leo
diesel.

A Amyris Biotechnologies, de Emeryville, California (USA) desenvolveu uma levedura
geneticamente modificada capaz de converter agucares livres de biomassa (sacarose do
caldo de cana; glucose de celulose de bagaco de cana) em sesquiterpenos estratégicos como
o —trans-farneseno e seus isébmeros (uma molécula relativamente bem hidrogenada e entdo
facilmente combustivel): [4]

A idéia seguinte é converter o farneseno em algum tipo de diesel (e.g., farnesano, mais rico
em hidrogénio, através de hidrogenacdo) além de detergentes, cosméticos, perfumes e
lubrificantes. A Amyris ja opera uma planta piloto em Emeryville (USA) e uma planta maior, de
demonstracdo, em Campinas-SP. Ha também uma parceria ja estabelecida com a gigante
sucro-alcooleira Sdo Martinho de Pradopolis-SP para uma planta comercial com
investimentos de R$ 100 milhdes e operavel em 2012 que podera consumir cerca de 2
milhdes de toneladas de acucar / ano.

Através da energia da eletricidade de plasma, Albin Czernichowski, da Universidade de
Orleans, Franca, por ocasido do 239°. encontro da ACS- American Chemical Society, em
Séo Francisco, California, USA anunciou uma nova tecnologia para a producéao de um tipo de



neo-diesel menos poluente a partir de glicerina bruta e residuos agricolas, pois a composi¢ao
média é de 50% alcanos lineares e 48% de monociclo-alcanos saturados , ausentes 0s
hidrocarbonetos policiclicos (uma das desqulificacbes do Oleo diesel). O custo do
equipamento € minimo (US$ 10,000). Em pauta também uma nova variante do processo
Fischer-Tropsch com um catalisador a base de ferro para a conversao de gas de sintese (H,,
CO) em hidrocarbonetos liquidos. [5]

Na mesma linha, a empresa NGBF depositou patente em conversdo de glicerina em outro
neo-diesel menos poluente, de baixo ponto de escoamento e baixa viscosidade [6].

Quanto a diversificacdo crescente na direcdo de neo-biocombustiveis, o biobutanol surge
como 0 mais novo concorrente, através da Cobalt Technologies e da Gevo (California;
residuos agricolas), além da Butamax (UK; milho e sacarose de cana de agucar) e do
consorcio DuPont / Bio Architecture Lab (carboiodratos poliméricos de algas) [7]. Um ciclo
auxiliar € biobutanol -> buteno -> oligomerizacdo até analogos de querosene de aviacéo e
diesel ou mais simplesmente, a adicdo de um isémero, isobutanol, a gasolina como aditivo
alternativo ao etanol.

No que tange a tecnologia de exploracdo mais convencional de (micro)algas para biodiesel
ASTM-especificado um exemplo é Aurora Algae Inc. de Alameda, California, USA e o segredo
de seu sucesso repousa numa parceria estratégica com University of California @ Bekerley
onde uma micro-alga foi geneticamente modificada a fim de propiciar teores mais elevados de
lipideos e um residuo carboidrato-protéico apropriado a alimentacéo animal.

Em favor da soja surgiu outra inovacao tecnoldgica que tende a alcancar intensa repercussao
nos transportes metropolitanos e ndo urbanos qual seja o desenvolvimento de um selante
para asfalto, baseado em 88% da oleaginosa mas cuja composicdo, obviamente, ndo é
divulgada (ainda) pela empresa produtora em fungéo da protecédo da propriedade intelectual
submetida a patenteamento. A empresa produtora, BioSpan Technologies, Inc. argumenta
que a aplicacdo do produto (RePLAY) sobre a camada de asfalto, o que atinge até cerca de
2,5 cm de profundidade, permite alongar a vida Gtil do asfalto e o produto tem um tempo de
cura rapido (15 a 30 min) e nao altera a resisténcia do piso asfaltico para derrapagem
(http://www.biobasednews.com/node/28262; acesso em 12.Jan.2011).

3. VANTAGENS E DESVANTAGENS DAS MICRO-ALGAS COMO FONTES DE
BIOCOMBUSTIVEIS

As vantagens em favor das micro-algas sdo numerosas, a comecar pela
produtividade média : soja = 450 litros de 6leo / hectare / ano e micro-algas = 17.300 (média
de hidrofazendas fluviais ou marinhas em fase industrial). O dificil € traduzi-las em efeitos
com resultados praticos, mesmo confinando a discussao comparativa apenas a micro-algas
marinhas, em meédia mais produtivas para o fim de acumulacdo de lipideos (TAGs —
triacilglicerdis ou triglicerideos e/ou hidrocarbonetos). As tecnologias devem ser
necessariamente integradas ou seja, uma micro-alga de eleicdo deve facultar o
aproveitamento idealizado de toda sua biomassa : lipideos para biocombustiveis, carboidratos
poliméricos hidrolizaveis para fins fermentativos como o (bio)etanol e/ou (bio)butanol e
proteina residual nutritiva e altamente digestivel para fins de racdo humana e/ou animal (tal



qgual a soja provendo o 6leo e torta* / farelo**)

(*) Torta = residuo protéico “gordo” (40% do Oleo original) do grado de soja apoés retirada de ca.
60% do oleo por extrusdo (prensagem expeller) com a concomitante desnaturacdo das
proteinas enzimaticas e alguns inibidores; mais recomendada para ruminantes (animais
poligastricos). (**) Farelo = residuo protéico “magro” do grdo (pré-prensado ou nao) apés
extragcdo com organossolvente a quente (hexano), portanto com apenas 2% de 0leo residual,

mais destinado a alimentagédo de animais ndo ruminantes (monogastricos).

Muitos géneros e espécies de micro-organismos sao soberbamente superiores a soja na
acumulacao de lipideos para fins energéticos. Alguns exemplos constam da Tabela 1.

Tabela 1 — CONTEUDO LIPIDICO, PROTEICO E GLICIDICO DAS
DIVERSAS FONTES OLEAGINOSAS [8]

Fonte oleaginosa Lipideos % | Proteinas | Carboidratos sol. e
% insoluveis %

(plantas superiores)
soja | 18-21 | 36-40 | 31-36
(micro-algas)
Botryococcus braunii 25-75 18 - 23 15-19
Chlorella vulgaris 40 - 60 51 - 58 12 - 26
Nannochloropsis sp. 31-68 35 8
Nitzia sp. 45 - 47 26 10
Isochrysis sp. 23 -33 20 - 23 13
Nannochloris sp. 20 - 35
Neochloris oleoabundans 35-54
Schizochytrium sp. 50 - 77
Spirulina méxima (macro)* 6-8 60 - 70 15-25
(bactérias)
Arthrobacter sp. | >40 | - | 50 -70”"
(leveduras)
Candida curvata | 589 | 66" | 41-46°
(fungos filamentosos)
Aspergillus oryzae | 57 | 32-40 |

(*) unicelular mas formando filamentos alongados espiralados ou tricomas; (#) suco de
abacaxi como fonte de C; (%) principalmente glicogénio (reserva polimérica de glucose); (©)

meio e condi¢des de cultura otimizados para tal fim.

Contemplando a variabilidade lipidica encontrada nas milhares de espécies de micro-algas,

0S principais componentes podem ser classificados em:

Tabela 2 — NATUREZA QUIMICA DOS PRINCIPAIS LIPIDEOS DE
MICROALGAS

Lipideos polares

Lipideos neutros Fosfolipideos Glicolipideos

Triacilglicerdis (ou Lecitinas Monogalactosil-diglicerideos;
TAGs; triglicerideos) | (fosfatidilcolina, digalactosil-diglicerideos;
Hidrocarbonetos fosfatidilserina, sulfoquinosil-diglicerideos




Acidos graxos livres | fosfatidiletanolamina);
qsteréis fosfatidilglicerol;
Esteres cerosos fosfatidilinositol

O diferencial quimico composicional entre a soja e uma micro-alga pode ser assaz complexo:

QLEOQ = 18%

(55% de acido lincleico, C18:2

CARBOIDRATOS 0,5% de lecitinas] *

SOLUVEIS = 15%
(sacarose,

SSteGuise)

UMIDADE + MINERAIS =
13.5-16,5% + 5%

PROTEIMAS = 38%

™) CARBOIDRATOS

: il INSOLUVEIS = 7,5%
[5a 11 mmj (fibras)

(*,**) = 3 mg / g de grao inteiro em ISOFLAVONAS livres efou seus glicosideos)

Figura 1 — Composi¢édo quimica média da soja (Glycine max)

COMPLEXIDADE COMPOSICIONAL DE UMA RACA DA MCROALGA B. braunii

-> lipideos polares = 37%
FFAs =12%

> TAGS + DAGS = 15% + 6%

-> (4% a) 12% de hidrocarbonetos

2| -> alcoois superiores = 8%

| -> gsterois | esteres = 4% + 2%
(*) 46% oleico (+ isamero)

28% palmitico
9% de o linolenico

Kalacheva, G.S. (2002) Aquatic Ecology 36 ; 317-330

Figura 2 - Coldnia de Botryococcus braunii (o padréo de pigmentacao varia em funcao do
conteudo de clorofila e carotenéides) e sua composicdo quimica



COMPLEXIDADE COMPOSICIONAL de uma RAGA da MICRO-ALGA B. braunii

-> lipideos polares = 37%
FFAs =12%

> TAGs + DAGs = 15% + 6%

(*) 46% oleico (+ isomero)
28% palmitico
9% de a linolenico

Kalacheva, G.S. (2002) Aquatic Ecology 36 : 317-330

Com respeito a exploracao de areas de solos e aguas fluviais, lacustres ou marinhas para fins
energéticos a variacao de rendimento / hectare é pronunciada :

Tabela 3 — PRODUTIVIDADE COMPARATIVA [8, 9] DE ALGUMAS
FONTES OLEAGINOSAS PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E / QU
HIDROCARBONETOS * *
Fonte Rendimento em Area de producéo
oleo (L / ha) necessaria * (Mha)

soja 450 846

canola 1.190 122

Pinh&o-manso (Jatropha) 1.890 140

Dendé (palma) 5.950 24

Microalgas * 58.700 2,5

Microalgas ** 137.000 1,1

(*) como exemplificacdo, Mega-hectares teoricamente necessarios para suprir ¥z de toda
demanda de combustiveis para transporte nos USA / ano

(#) assumindo 30% de 6leo na base seca da biomassa

(##) assumindo 70% de 0leo na base seca da biomassa

Segundo dados da FAO — Food and Agriculture Organization [10], mais de 40 variedades de
micro-algas sao intensivamente cultivadas para fins de aquacultura (principalmente marinha)
de moluscos bivalvos, crustaceos (camardes, lagostas, caranguejos e krill) e peixes. As
principais sdo: as diatomaceas (Bacilarioficeas; carapaca silicosa) Skeletonema costatum,
Thalassiosira pseudonana, Chaetoceros gracilis, e C. calcitrans; as flageladas (moveis)
Isochrysis galbana (Haptoficea), Tetraselmis suecica e Monochrysis lutheri (Crisoficeas) e a
clorococaleana Chlorella spp.



4. VARIABILIDADE QUIMICA DOS LIPIDEOS DE MICRO-ALGAS E ASPECTOS
CULTURAIS

Os reduzidos 20% de lipideos da soja invariavelmente se referem aos oxigenados
TAGs (combinacdes de &cidos graxos, a maior parte insaturados, com glicerol) na ordem
linoléico > oléico > linolénico > saturados. Na média na micro-alga planktdnica cloroficea
Botryococcus braunii (de reduzida dimensao celular,,.3 — 11 micra mas formando
associacdes de 0,05 a 0,5 mm) o acumulo de lipideos ultrapassa 50% do peso seco mas com
a fundamental diferenca de que a composi¢do lipidica é diferenciada tanto topologicamente
(inclusbes intracelulares e globulos no espaco extracelular de agregacdo) quanto
quimicamente pois se trata, além de um baixo teor de TAGs, de hidrocarbonetos (ndo
oxigenados), cuja composicdo varia bastante em funcdo de condi¢cdes culturais. Como
exemplo: CgzgHez (darwineno; v; 34%) > Cs7Hgs (20%) > botryococceno + iso—botryococceno
(13%) > Ca4Hsg (11%) > C3gHe2 (4%) > hidrocarbonetos “minor” > TAGs de palmitico e oléico
[11, 12, 13, 14 ]. Estes hidrocarbonetos podem ser hidrocragueados para se obter gasolina
(67%), querosene de aviacdo (15%), 6leo diesel (15%) e Oleo residual (3%). No total de
biomassa seca, Botryococcus spp. sob limitacdo de nitrogénio ou nao e microaerofilia,
computa-se, apoés 10 dias de cultivo: proteinas (23 ou 14%), carboidratos (15 ou 17%) e
lipideos totais (37 ou 61%). O teor lipidico de uma espécie alternativa, B. protuberans, é
afetado com menor intensidade se a cultura tem ou néo limitacdo de nitrogénio: 35 para 52%
[14]. Pesquisadores japoneses foram bem sucedidos cultivando Botryococcus braunii em
agua de esgoto secundaria tanto em batelada quanto em reator alimentado. Os cultivos entre
9 e 32 dias atingiram um contetdo de 49 a 53% de hidrocarbonetos, em comparagcdo com
58% para um cultivo em meio sintético definido e de alto custo [15].

Uma visdo da diferenciacdo bioquimica que os lipideos combustiveis apresentam
pode ser apreciada na comparacao entre espécies quimicas dominantes nas fontes naturais
originais ou quimicamente processadas:
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Figura 3. Estruturas quimicas comparativas entre o cetano (componente nobre do 6leo diesel;
Ci6Hz4), 0s lipideos dominantes na soja (um TAG hexa-insaturado, tri-linoleina; Cs7HggOg) €
o darwineno (CssHez), um hidrocarboneto insaturado e ramificado da raca “B” da micro-alga
Botryococcus braunii).

Mesmo no caso de exploracdo comercial de Botryococcus para fins de neo-diesel (e nao
propriamente biodiesel), h4 que se ter em consideracdo que a espécie braunii € subdividida
em 3 racgas (A, B e L) cuja variabilidade composicional em hidrocarbonetos é extremamente
acentuada, conforme Tabela 4.

Tabela 4 - ASPECTOS COMPOSICIONAIS FINOS das RACAS da MICRO-

ALGA Botryococcus braunii * [13]
Raca A Raca B Raca L

hidrocarbonetos | Cys a C3;; n- | Botryococcenos | Licopadienos
alcadienos e | (triterpenos (tetraterpenos tipo
alcatrienos ChH2n.10de C3p | CaoH7g)
impares a 37)

cor da colénia | amarela/ alaranjada-avermelhada ou alaranjada-
verde marrom (dependendo dos carotendides)
palidas

fendis do tipo presentes Ausentes

alcenilico de

cadeia longa

biopolimeros Cadeias alifaticas longas Tetraterpenos

lipidicos interligadas como éteres e intercrusados por
contendo ésteres éteres

(*) os demais lipideos de B. braunii (triacilglicerdis, fosfolipideos e glicolipideos séo
explicitados no texto)

Embora B. braunii tenha sido obtida de dgua doce, a mesma se crescida em meio salino (0,7
M de NaCl, ca. 2/3 da salinidade marinha normal) [16], apresenta uma forte reducédo no
crescimento (50% da biomassa, uma reducédo de 25% no teor lipidico total, um discreto
aumento do teor especifico de TAGs - triacilglicerdis de 28 para 31% dos lipideos totais e
uma marcada reducdo no teor de acidos graxos poli-insaturados (68% para apenas 13%),
acompanhada da elevacdo relativa de acido palmitico de 23 para 31 — 36%, mas sem
qualquer alteracédo significativa no teor ou perfil qualitativo dos hidrocarbonetos.

Ja outro relato bibliografico, apresenta resultados conflitantes , pois ensaiando uma faixa
maior de salinidade [17], encontrou aumento de biomassa, carboidratos, hidrocarbonetos e
pigmentos (luteina), progressivamente proporcionais entre 0,34 e 0,85 M de NaCl. O contetdo
especifico dos acidos palmitico e oléico cresceu, em funcdo da salinidade, em 1,7 e 2,25
vezes. O teor de lipideos totais aumentou entre 4 e 8% mas com forte reducéo do teor relativo
de acido estearico (em torno de 60-66%). O perfil de hidrocarbonetos (até 28% dos lipideos
totais) restou inalterado.



A literatura sobre Botryococcus € alids bastante controvertida no que diz respeito ao perfil
guali e quantitativo de lipideos, provavelmente por conta de que as ragas (A,B e L) do mesmo
género e espécie (Botryococcus braunii) tem um bioquimismo anabdlico completamente
diferenciado. Assim, a comparagao ente uma cepa de colecéo (strain Kutz No LB 807/1 Droop
1950 — 252, de Cambridge, UK) e um isolado selvagem (“wild type”) do lago Shira, Khakasia,
Sibéria [18], acusou um teor de 39% de lipideos polares combinados a 6 + 15% de DAGs /
TAGs além de 12% de AGLs ou FFAs e ainda 4 + 2% de esterdis e seus ésteres, 8% de
alcodis superiores e apenas 4 a 12% de hidrocarbonetos para a cepa-padrao. Os acidos
graxos dominantes foram o oléico e seu isdmero (46%), palmitico (28%) e a-linolénico (9%).
No isolado, um aspecto diferencial foi a leve dominéncia de &cido palmitico (27 a 39%) sobre
0 oléico (25 a 37%), teores sempre referidos a acidos graxos totais.

Em Botryococcus braunii, o teor total de lipideos varia bastante entre as racas A (62 — 63%;
43%), B (53%) e L (35%) [19]. Somente a raca B foi considerada rica em hidrocarbonetos
(32%), enquanto os éteres lipidicos predominaram na raca A (35%). A ocorréncia de TAGs foi
determinada em apenas 1 das racas (“A”; 6%). Epodxidos e esteroéis foram detectados em %s
bem reduzidas (4% e 0,2%, respectivamente).

Ainda no que tange a natureza quimica da matéria lipidica, cada micro-alga é um caso
a parte. Dest"arte, exemplifica-se mais 3 casos:

Figura 4. Exemplos de imagens de microscopia de 3 micro-algas propicias para
biocombustiveis

(A)- Micro-alga Nannochloropsis oculata (eustigmatoficea; marinha)

N&o contém as cloriflas b e ¢ (apenas a), em parte compensadas por 3 pigmentos
carotendides (cantaxantina, zeaxantina e astaxantina; potentes antioxidantes),. Tamanho
reduzido (ca. 2 micra), o que dificulta sobremaneira a operacionalidade de coleta por
centrifugacao e/ou filtracdo. O género apresenta outras 5 espécies (N. gaditana, granulata,
limnetica, oceanica e salina) com potencial para exploragdo comercial. A composi¢cdo média
da espécie oculata, embora também diferenciada, se aproxima mais de plantas oleaginosas
superiores. Quantitativamente o 6leo alcanca > 50% do peso seco. Qualitativamente, na fase
lag de crescimento (até 18 h) corresponde a uma mescla de TAGs (triacilgliceréis ou
triglicerideos) 20%, galactolipideos (combinacdo de acidos graxos como monossacarideo
galactose) 25% e fosfolipideos 18%, os 2 ultimos componentes de aparente menor utilidade
para fins de biodieselizacdo do 6leo [20], embora também possam ser processados para tal



fim. A composicao fina das 3 classes lipidicas (fase lag de crescimento) mostra dominancia
de palmitoléico (C18:1 n-7; invariavelmente em 25% do total), acido palmitico (C18:0; 16 a
24%), e EPA — eicosapentaendico (C20:5 n-3) (28 a 34%), de tal forma que as subpopula¢bes
de acidos graxos variam entre 19 e 29% de saturados, 29 e 30% de mono-insaturados e 36 a
42% de poli-insaturados ou PUFAs. Esta distribuicdo se altera em fases mais avancadas do
crescimento celular (entre 50 e 276 h; sempre na presenca de excesso de nitrato e fosfato
como suplementes salinos) : palmitoléico (entre 24 a 32%), palmitico (entre 14 a 27%) e EPA
(entre 19 a 32%). A relacdo de sub-familias também se altera: saturados (entre 18 e 31%),
mono-insaturados (entre 27 e 37%) e PUFAs (entre 28 e 47%). Cabe registrar que a fracao
PUFAs é excelente para fins de racéo para rotiferas (alimento de camardes) e alevinos de
peixes marinhos e moluscos bivalvos (ostras) e embora possa produzir biodiesel de alta
fluidez, as barreiras de alto indice de iodo e maior instabilidade redox frente ao ar atmosférico
e luz sédo dbices a especificacdo como biodiesel. A fisiologia e o anabolismo bioquimico de
Nannochloropsis sdo fortemente influenciados pelo grau de salinidade e nutrientes: o
conteudo lipidico n&o varia entre 22 e 49 g/L de NaCl no meio de cultura mas aumenta em
60% em condicao hipersalina (64 g/L); nitrato de sédio (150 e 600 uM) incrementa a biomassa
em 39% mas reduz os lipideos totais de 62 para apenas 23% e a proteina cresce de 23 para
30%; fosfato diacido de sddio (6 para 25 uM) aumenta a biomassa em 34% e a proteina de 39
para 50% mas deprime os lipideos em 24% [21].

B) - Micro-alga Neochloropsis oleoabundans (cloroficea de agua doce)

Testada em fotobioreator com limitacdo da fonte de N, atinge um conteudo de 37% de
lipideos totais sendo 18% em TAGs (trialcilglicerdis). A produtividade volumétrica é 65 g/ m*/
dia [22]. Em condicdes similares de cultivo o conteudo lipidico variou de 35 a 54% sendo que
80% era de TAGs o0s restantes 20% se distribuindo entre fosfolipideos, glicolipideos, esterdbis,
hidrocarbonetos e pigmentos. Dos TAGs, cerca de 50% compreendeu acidos graxos
saturados, mono-insaturados e di-insaturados [23]. Outro ensaio variando a natureza das
fontes de nitrogénio, indicou para N. abundans um contetdo de 37,5 ou 17,0 ou 18,5% de
lipideos (g/g, base seca) quando a respectivamente nitrato ou urea ou aménia atuaram como
fontes alternativas de N mas com muito maior produtividade volumérica (também 37,5 g de
lipideos / litro / dia) apenas na 12. fonte nitrogenada [24].

Ainda com respeito a qualidade e quantidade relativa dos acidos graxos (AGLs de C14
a C20) presentes nos TAGs, DAGs, MAGs (acil-glicerdis), fosfolipideos e glicolipideos nos
Oleos de algas, estd reportado que distribuicdo entre os &cidos graxos saturados e
insaturados (o que afeta diretamente parametros para biodielizacdo e especificagao tais como
namero de cetano, indice de iodo, estabilidade a oxidacdo e ponto de entupimento a frio de
filtro) € a seguinte: Nannochloropsis sp. (31 : 59), Neochloris oleabundans (21 : 65)
comparativamente a outras algas menos ou nédo indicadas para biocombustiveis: Spirulina
(Arthrobacter) maxima (42 : 52), Chlorella vulgaris (29 : 52), Scenedesmus obliquus (24 : 55) e
Dunaliella tertiolecta (18 : 63). [25]. Os &cidos graxos principais de Nannochloropsis sédo os
palmitoléico e palmitico e (27 e 23%) enquanto em Neochloris sdo os oléico, palmitico e
linolénico (20, 19 e 17%).

(C)- Micro-alga Isochrysis galbana (primnesioficea; marinha) :

Este 3° modélo de micro-alga apresentaria a vantagem de acumular lipideos nos quais



predominam &cidos graxos mono- (C18:1 n-9) e tetra-insaturados (C18:4 n-3;
ocatdecatetraendico), rendendo pois biodiesel de alta resisténcia a cristalizacdo /
congelamento, mas por outro lado mais sujeitos a oxidagédo. [26]. O conteudo lipidico variou
entre 11e 39%, dependendo da salinidade e outros parametros culturais.

5. ENERGIA SOLAR E FOTOSSINTESE

A Terra é brindada com 178.000 TeraWatts de energia / ano ou seja 15.000 vezes mais
do que toda energia que ela consome anualmente. Uma infima parte desta energia €,
presentemente, capturada pelos vegetais superiores e fitoplancton (algas) através da
fotossintese [27]

S&0 poucas as plantas ditas C4 {fixadoras de carbono ou CO, na forma de oxaloacetato (4 C)
com acao concertada das enzimas RuBisCo, ribulose-bisfosfato-carboxilase/oxigenase e
PEP-case, fosfoenolpiruvato carboxilase} mas em compensacéo, 4 delas, trigo, milho, milheto
e cana-de-acucar respondem por cerca de 20% de toda colheita mundial. A soja (e também a
canola e girassol, além da mandioca e batata) é uma planta C3 {fica CO, na forma de acido 3-
fosfo-glicérico (3 C)} através apenas da enzima RuBisCo}. Este € o mesmo caso de algas. A
fotossintese é menos eficiente em C3 do que em C4 por conta da fotorrespiracdo (FR) mais
acentuada (perda de volta do CO, fixado para a atmosfera), a qual entdo se soma a
respiracdo normal (R; que também perde C como CO,). Somente ha crescimento e acumulo
de reservas (e.g., amido; lipideos) quando ha fotossintese liquida (FL) ou seja a fotossintese
bruta (FB) é muito maior do que a soma (FR +R), tendo-se em conta que 0s 2 processos Sao
exata e bioquimicamente inversos: [28]

Fotossintese => CO, + H,O + energia solar + clorofila -> (CH,0), + O,

Respiracdo => (CH,0O),+ O, -> CO;, + H,0O + energia quimica (ATP)

O ponto de compensacéao (PC) € aquela concentracao particular de CO, em ppm para cada
planta na qual FB iguala R (+FR) ou seja o resultado liquido da fotossinesse (FL) se torna
nulo. Na cana-de-acucar e milho (C4) o PC anda em torno de 0,0 e 1,0 ppm, no girassol (C3)
se situa em 53 ppm e na (micro)alga Chlorella é > 3. Se as (micro)algas atuam como C3
como se explica o baixo valor de PC ? A razdo para isso é que elas sdo capazes de
concentrar o CO; no sitio de fixacdo de carbono, nesse caso absorvendo carbono inorgéanico
da agua como ion bicarbonato (HCOj3) e liberando CO, dentro da célula. Essa reacao é
catalisada pela enzima anidrase carbénica: HCOs + H*  -> H,O + CO, e isso pode elevar
os niveis intracelulares de CO, por mais de 1000 vezes do que a quantidade normal. [29]. Por
conta deste e outros truques metabdlicos, uma micro-alga acelera seu crescimento,
multiplicacéo celular e anabolismo construtivo de biomoléculas estratégicas como os lipideos,
0s quais podem entéo passar de 10 a 30% e mesmo alcancar 50 a 70% se for imposta uma
dieta com privacdo de fonte nitrogenada. Ou seja o ciclo fotossintético Calvin-Benson
direciona o0 C (CO;) inicial preferencialmente para um tipo de espécie quimica maios
facilmente estocavel, dada sua hidrofobicidade.



A discussdo entre os beneficios do CO, atmosferico (hoje ja em torno de 450 ppp) como
verdadeiro fertilizante aéreo e marinho (como defendido em “Global temperature change and
terrestrial Ecology” na “Encyclopedia of Water Science”, CRC Press 2007) versus seus
maleficios enquanto um dos gases do efeito estufa no aquecimento global pode ser mais
profunda do que aparenta. A estimativa é de que um incremento de 150 ppm no CO2
atmosferico (ou seja para 600 ppm), aliado a algum aumento da temperatura, elevaria a
producdo de grdaos em 30% (concomitantemente as cifras semelhantes em quaisquer
hidrofazendas abertas de micro-algas que ja fossem operacionais). Controvertidamente, nao
ha estimativa precisa em quanto o nivel do mar se elevaria com o correspondente degelo dos
poélos e outras elevagdes ora nevadas. Uma idéia comparativa [30] da eficiéncia fotossintética
(EF; real e atual) de um vegetal superior oleaginoso (soja com EF = 4,6% e provavelmente ha
aproximacdo para o que acontece em micro-algas) versus um vegetal sucrogénico (EF =
6,0%; cana-de-acucar) € mostrada na Figura 5 . O engenho humano pode intervir em varios
niveis para melhorar a EF : pressédo (concentracdo) ambiente de CO,; eficiéncia fotdnica (ja
que luz avermelhada € muito mais eficiente para a fotossintese do que azulada),
termostatizacdo, criacdo de hibridos através de genética convencional, engenharia genética
(DNA recombinante e transgénese plena), dentre outros.

EFICIENCIA FOTOSSINTETICA TEORICA COMPARATIVA®

(adapt. de Zhu et al. (2008) Current Opinion in Biotechnology 19 ; 153-159]
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Figura 5 — As grandes perdas e poucos ganhos no aproveitamento da energia solar

Um grande fildo a ser modernamente explorado para a melhoria produtiva de micro-algas é a
eficiéncia fotossintética {PAR; radiacdo fotossinteticamente ativa; luz visivel de 400 a 700 nm
de comprimento de onda ; cerca de 45-50% do totum emitido pelo Sol; ou mais precisamente
0 Qpar (quantidade de energia estocada como biomassa / unidade de energia incidente
luminosa)}, que atualmente ndo excede os 5% ou seja, 95% da energia luminosa aportada
pelo Sol se dissipa por outros caminhos que ndo a fotossintese fixadora de CO, [31]. Trata-se
de um desafio dificil para a Botanica Aplicada (Ficologia), FotoFisica, Engenharia Genética /
Transgénese.



Para um cultivo diluido de micro-algas na base de 1 milhdo de células / mL, a medida que se
aprofunda a lamina de agua para 1 cm, o Qpar decresce em 60%. Se a densidade celular é
grande, na ordem de 100 milhdes / mL (idealizada para um cultivo industrial), o decréscimo do
Qpar € total (99,95%). O custo da agitacdo (turbilhdo), para a desejavel reversdo, é alto.
Translade-se, entdo, esta limitacdo para o cenario real de uma hidrofazenda de micro-algas
de um lago calmo de agua doce em relacdo a um ambiente marinho mais agitado
(produtivamente) pelas ondas e movimento de marés. O Qpar de diversos tipos de micro-
algas (Haematoccocus pluvialis, Phaeodactylum tricornutum, Athorospira platensis, Chlorella
vulgaris e Tetraselmis suecica), segundo varios autores, oscila entre 2 e 7%. Para a soja
(vegetal C3) a estimativa estd em torno de apenas 1%. A cana de acucar (C4) é uma campea:
cerca de 8% para um maximo tedrico de 11%. Em comparacéo, um painel solar tem eficiéncia
de 6 a 20% ou mesmo de 40%, caso de experimentacdo otimizada dentro de um laboratorio
especializado.

[adapt. de TTIW wetsus; http:/net2client.hscg.net/ZZZ/08/08200/algae.htm |
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Figura 6 — Interrelacdo entre a eficiéncia fotossintética e produtividade de organismos
fotossintetizadores

Bem conhecida a planilha de custos para se obter um litro de 6leo de soja, alguns
estudos mais recentes se concentram na reducdo do custo correspondente para a producao
de lipideos em micro-algas. Os resultados variam muito em funcdo do género e espécie e
condicdes culturais: US$ 39 a 69 / barril (159 L) de 6leo ou US$ 52 a 91 (computada a
inflacdo cumulativa) para uma hidrofazenda aberta (400 ha), usando CO, concentrado a partir
de uma planta anexa geradora de eletricidade a partir de carvdo e a assuncdo de uma
produtividade de 30 a 60 g de biomassa / m? / dia e um contetdo (base seca) de 50% de
lipideos. Outro estudo subsequente confirmou um valor aproximado de US$ 89 / barril mas a
partir de uma produtividade de biomassa de 70,4 g / m? / dia e um contetdo lipidico de



apenas 35%. A empresa israelita Seambiotic Ltd, j& em base comercial, divulgou que o preco
de 1 kg de microalga seca lhe custou US$ 0,34 a partir de uma produtividade de apenas 20 g
/ m? / dia e um contetdo lipidico muito variado entre 8 ate 40%. Com base nestas estimativas
de 2006 e 2007, o preco de um barril de petréleo oscilou, no mesmo periodo entre US$ 60 e
75, atingindo um pico especulativo de US$ 145 / barril em julho de 2008, sendo que no Natal /
2010, nos USA, a cotagdo esteve em US$ 91,4 / barril. Tendo em conta que o gasto adicional
de refino (craqueamento / destilacao fracionada do petréleo é superior ao de processamento
de lipideos de micro-algas (excetuando, talvez, o gasto de coleta e extracao da 22. fonte), ndo
haveria mistério tecnoldgico e financeiro em viabilizar o 6leo de micro-algas para torna-lo
efetiva e viavelmente comercial. Cada 1,57 g de CO, produzem 1,0 g de glucose,
metabolicamente conversivel a lipideos e / ou outras carbonadas. Este é o milagre bioquimico
da fotossintese. Gracas a paralela fotélise da dgua, a verdadeira energia, o hidrogénio (H,) é
eficientemente incorporado na forma mais oxidada do carbono ou seja, o CO,. Como o
destino do C fixado se dissemina para outros metabdlitos (e.g., lipideos; carboidratos
complexos como amido), o calculo final indica, para uma micro-alga crescendo em
hidrofazenda aberta, uma capacidade de fixar 1 ton de CO, / hectare de lamina de agua.
Explorando a disponibilidade atual de CO, atmosferico (na faixa de 455 ppm) ou seja sem
hiper-alimentacéo a partir de outras fontes como usinas a carvao e cervejarias, a estimativa é
que a capacidade méxima de crescimento de micro-algas seria de 100 g / m? / dia ou 365 ton
de biomassa (base seca) / hectare / ano. Comparativamente, a produtividade (real) de
algumas algas mais bem estudadas em escala industrial tais como Haematoccus pluvialis e
Chlorella vulgaris (2001 a 2007), se situa na ordem de 20-30 e 40-150 t / ha / ano. A 13
(Hawai e lIsrael) é fonte do carotendide estavel e anti-oxidante astaxantina;, a 22 é
secularmente consumida no Asia (Jap&o, Taiwan e outros paises) como alimento (20% de
lipideos, 20% de carboidratos, 60% de proteina contendo 18 dos 22 aminoéacidos, incluidos os
8 essenciais). A soja brasileira tem as maiores produtividades nos Estados de MT e PR:
respectivamente 3,08 e 2,3 ton / ha / ano (13% de umidade; 1 s6 colheita; na média, 45
sacas de 60 Kg / ha / ciclo de 90-160 dias). A diferenca é marcante. Mas a soja é uma das
mais bens estabelecidas tecnologias agricolas do mundo. Dados do USDA-USA, CONAB e
CNPSO/EMBRAPA indicaram para o ano-colheita 2008/2009 uma producdo mundial de
210,6 milhdes de toneladas para 41,5 milhdes de hectares plantados (57,1 milhdes de
toneladas / 21,7 milhdes de ha no Brasil, com uma produtividade media de 2,7 ton/ha) um
custo estimativo de producgéo / ha entre R$ 1.541 a 1.586,00. Segundo a ASA — American
Soybean Association, sdo conhecidos mais de 1 centena de usos para o grao de soja inteiro,
seu Oleo e suas proteinas [32].

A produtividade de micro-algas é bastante afetada pelo desenho do fotobiorreator do tipo
fechado (PBRs) e, mais obviamente, pelo género / espécie selecionados. Assim, baixissimas
produtividades (0,05 — 0,27 g / L / dia) sdo observadas em fotobiorreatores tubular-paralelo e
bolha-em-coluna com Haematococcus pluvialis. Média produtividade (0,69 a 1,47 g / L / dia)
foram obtidas em fotobiorreatores em coluna vertical, espiral vertical, prato inclinado, tubular
em ar soprado para cima (air-lift) e tubular inclinado operados com Phaeodactylum
tricornutum, Tetraselmis Chui e Porphyridum cruentum. Alta produtividade (2,70 a2 4,309/ L/
dia) foi atingida em fotobiorreatores tubulares do tipo undular row, tubular horizontal, tubular



inclinado e de prato inclinado crescendo Arthrospira platensis (Spirulina sp.), Chlorella
pyrenoidosa e Phaeodactylum sp. [ 33].

Obviamente n&o se pode descartar o cultivo massivo de micro-algas em hidrofazendas
abertas (“open ponds”; agua doce fluvial, lagoas, alga salobra e agua marinha) tendo em
conta os custos mais reduzidos e uma produtividade média (ton métricas de biomassa nativa /
ha / ano) das mais atrativas em comparacdo com as plantas superiores oleaginosas: micro-
algas, 14 a 255 > palma (dendé), 19 > Jatropha curcas (pinhdo-manso), 7,5 - 10,0 > canola,
3 >soja, 1,0a2,5[34], além do que a biomassa de micro-algas duplica entre 1 a 3 dias de
cultivo, o que torna o rendimento muito 4gil, se mantida uma taxa de in6culo e re-inéculo
satisfatoriamente elevadas. Quanto ao aproveitamento de aguas inserviveis para outros fins
(consumo humano e animal; irrigacdo), ha que se considerar que a agua do mar (além da
salinidade dominante dada por 3,5% de NaCl) é fonte satisfatdria de outros medi- e micro-
nutrientes estratégicos para o cultivo de micro-algas ja que para os cerca de 35 — 36 g de sais
dissolvidos em cada litro de dgua marinha o balangco de fons é : CI" (cloreto) 56% e Na*
(s6dio) 28%; SO,* (sulfato) 8%; Mg** (magnésio) 4% ; Ca®" (calcio) 1.5%; K* (potassio) 1% e
HCOs3 ™ (bicarbonato) 0.5%.

Dependendo das fases lag (crescimento exponencial inicial) e estaciondria (sem multiplicacéo
celular mas com acumulo de metabdlitos e catabdlitos estratégicos) o suprimento de formas
nitrogenadas oxidadas pode afetar negativamente a acumulacédo de lipideos em micro-algas.
Assim, a FAO (Corporate Document Repository — Renewable biological systems for
alternative energy production — Chapter 6 — Oil production) relata que o aumento do
suprimento exégeno de KNO3; de 0.9 para 9.9 mM resulta em notavel aumento da biomassa
(de 0,39 para 2,5 g/ L) mas com uma paralela reducdo no teor de lipideos totais (de 42,4 para
32,9% da base seca).

6. CAPTA(;AO de CO; e N2 POR ORGANISMOS OLEAGINOSOS; SUPRIMENTO DE
NITROGENIO E FOSFORO EXOGENOS (SAIS SINTETICOS)

A soja (Glycine max) capta com eficiéncia dois elementos nutricionais em forma
originalmente gasosa na atmosfera, CO; e N,, respectivamente através do equipamento
fotossintético (clorofilas e enzima Rubisco) e do de fixagdo de nitrogénio (conversao a amonia
através da enzima nitrogenase da bactéria Bradyrhizobium japonicum que cria nddulos
intrarradiculares na soja). O desempenho da soja, mediante adubacdo acessoéria ou ndo, fica
por conta das condi¢des climaticas e pluviométricas. A agua das chuvas (ou eventualmente
de irrigacao fluvial) € completamente disponivel para a soja.

Comparativamente, micro-algas igualmente captam CO, e até com eficiéncia superior, mas
apenas as cianobactérias (antes ditas micro-algas azul esverdeadas) sao aptas a fixagdo do
N, atmosférico. Diversas variedades de cianobactérias fixam eficientemente N

cianobactérias heterocisticas (Cylindrospermum); cianobacterias filamentosas néo
heterocisticas (Phormidium, Oscillatoria , Pleconema, Lyngbya, Raphidiopsis) e
cianobactérias unicelulares (Oloeocapsa alpicola). Muitas fixadoras de N, sdo de ambiente
marinho ou algas salgadas: Calothrix scopulorum, Nostoc entophytum, . Anabaena torulosa,
Anabaena variabilis, Calothrix aeruginea, Microchaete sp., Nodularia spumigena, Rivularia
atra, Rivularia biasolettiana, Calothrix crustacea [35]. Nao ha registro bibliografico de que as



espécies mais recomendadas de micro-algas verdadeiras (e.g., cloréfitas e diatoméaceas)
para o fabrico de biodiesel e neo-diesel tenham a aptidao bioquimica de fixar N, atmosférico.

A quimica bésica indica que o anidrido carbbnico, gasoso na atmosfera, assume outras
formas salinas interconversiveis quando em contato com a agua (e.g., no mar), inicialmente
na forma de &cido carbdnico (muito fraco e com pKa = 6.4), seguido de bicarbonato (HCO3) e
carbonato (CO3*) [36] :

CO; + H,O -> H,CO3; -> H" + HCOg- S>H + CO32-

Abaixo de pH 7 a forma quimica dioxido de carbono (CO;) prevalece enquanto acima de pH
10.0 (uma alcalinidade incompativel para a maioria dos seres vivos) predomina o carbonato
(COs%). No mar o pH oscila entre pH 7,4 e e 8,5. Mais precisamente, CO, corresponde a
100% em pHs abaixo de 5 e inexiste acima de pH 8.7. O bicarbonato esta presente em
guaisquer pHs mas em pH 7,5 é praticamente dominante e o carbonato inexiste em pH 6,1 ou
menor e corresponde a praticamente a todo C acima de pH 11.

Como a biomassa de algas € aproximadamente 50% de carbono (C) em base seca, sdo
necessarios 1,8 Kg de CO2 para produzir 1,0 Kg de alga.

Esta judiciosa investigacéo [36] foi feita com a micro-alga verde (cloroficea) Chlorella no que
tange ao suprimento exdégeno de fosfatos e nitratos, ja que a mesma pode alcancar até 58%
de acumulo de lipideos, com produtividade entre 11,2 a 40,0 mg lipideos / L / dia e
produtividade de biomassa de 0,02 até 0,20 g/ L / dia (37). Para esta micro-alga, cultivada em
microbiorreatores no meio basal de Bold, o maximo crescimento foi obtido com uma
concentracdo de N de 137 mg / L (n&o podendo ser menor do que 69 mg /L) e arelacao N : P
deve ser no minimo 3 : 1 (23 a 45 mg / L), a 22°C sob constante fotoperiodo. Com a maior
concentracdo de N, a maxima produtividade volumétrica atingida foide 1,1 g/Lou0,14g/L/
dia. O suprimento de nitrogénio pode ser qualitativamente variado : nitrato, aménia, uréia e
mesmo nitrito. No caso da fonte mais comum, nitrato, a micro-alga procede a conveniente e
progressiva conversio bioguimica : NO3 -> NO,” -> NH,". Os dados confirmaram, em parte,
os achados anteriores otimizados [38] de N (5 a 59 mM) e P (50 ug até 25 mg / L). A
natureza quanti e qualitativa dos lipideos de Chlorella (predominancia de acidos palmitico,
C16:0 e oléico, C18:1) é influenciada tanto pela concentracdo quanto pela natureza quimica
da fonte de nitrogénio. Assim, cloreto de amoénio de 0,0003 até 0,1% decresce
progressivamente o teor de lipideos de 52,8 % (base seca) até 18,8% enquanto nitrato de
potassio (KNO3) tem um 6timo de 0,001% (62,9 % de lipideos) decrescente até 0,1% (22,6%
de lipideos). [39]

As algas (incluidas as micro) sdo organismos fotoautotréficos obrigatérias (dependéncia
direta da luz solar para crescimento) e algumas tem crescimento autotréfico baseado em
fontes organicas de carbono (e.g., acucares). Podem ser cultivadas de varias maneiras: a)
sistema heterotrofico em reator nao iluminado, baseado em acucares e acidos organicos
como substratos para fins mais nobres tais como a produgdo do acido graxo poli-insaturado
EPA.; b) fotobiorreator exposto ao Sol ou abrigado em edificacdo; c) sistema autototrofico de
hidrofazenda (lacustre) aberta de baixa profundidade onde o risco de contaminacdo é maior
bem como a perda de CO; (se injetado) e mais economicamente indicado para produto de
menor valor agregado (6leo bruto para biodiesel ou neo-diesel direto). As micro-algas sao
tolerantes ao potencial hidrogenionico do meio de cultivo (pH 7 até 9), embora a faixa 6tima



seja mais estreita (pH 8,2 a 8,7). A soja requer um solo levemente acido com extremos de pH
de 5,2 a 7,0. No nivel laboratorial (in vitro e em fotobiorreatores) o crescimento e
produtividade lipidica de micro-algas é ensaiado normalmente em meios aperfeicoados e de
acentuada complexidade. Como exemplos, o de Guillard F/2 que envolve 10 diferentes sais e
3 vitaminas. Em alguns casos restritos, a composi¢ao salina pode ser simplificada com o
emprego de adubos agricolas da série N-P-K.

Outra alternativa [40] para “agua marinha sintética” é a formulacdo de McLachlan (1965) em
qgue o condicionador salino (NaCl a 28g / L) é adicionado de menores concentragées de
outros macro-nutrientes (cloretos, sulfatos, bicarbonatos e silicatos) dos cations Mg**, Ca**,
K" e Na") desde 7 até 0,2g%, além de um agente tamponante mais caro (HEPES a 1,2%) e
micro-nutrientes (boro, fosforo, ferro, amoénio) contendo o quelante EDTA e ainda elementos-
traco como Cu®, Zn*, Co®", Mn** e Mo*, estes na faixa de microgramas / litro). Uma
composicdo mais simplificada de agua de mar sintética [41], originalmente aplicada para
outros fins (cultivo do micro-crustaceo Artemia salina, alimento de camarfes e ferramenta
para bioensaio de toxicidade de fitoquimicos) poderia ser testada também para o cultivo de
micro-algas (fase lag).

Uma abordagem extremamente pratica foi feita no cultivo da micro-alga Nannochloropsis.
Rotiferos sao micro-animais pseudo-celomados ou zooplankton que se alimentam de detritos
organicos e bactérias mortas. Sdo uma interessante ferramenta para manter hidrofazendas de
piscicultura, mantendo-as mais limpas e inclusive servindo de alimentac&o para os peixes. A
agua fresca de descarte do cultivo de rotiferos foi entdo ensaiada com bons resultados para a
cultura de Nannochloropsis, com resultados superiores a 23% em relacdo a agua do mar
enriquecida com os sais de Provasoli (EPS). A concentracéo ideal de nutrientes encontradas
na agua servida de rotiferos foi de 364 e 179 ug / L de nitrogénio e fosforo, respectivamente
[42].

Genericamente, o cultivo de micro-algas repousa em 3 vertentes energético-
nutricionais: energia luminosa, macro-nutrientes (C, N e P) e micro-nutrientes que podem ser
globalmente representados pelo “Triangulo Dourado”:

O TRIANGULO DOURADO

LuUZ

Macro-nutrientes Micro-nutrientes
(COz [ NO3-/ PO4-- Cuz+, Inz+, Mo 2+, ...



Fig. 7 — O triangulo gestor da eficiéncia no cultivo de micro-algas

Um pardmetro de bastante utilidade na administracdo do cultivo eficiente de micro-algas é a
“razdo ou estequiometria de Redfield” [43] ou seja a relacdo molecular entre o carbono :
nitrogénio : fésforo presente no fitoplankton : C : N : P = 106 : 16 : 1. Em relacdo a esta
disposicdo mais frequente N : P = 16 : 1, observa-se que valores de N abaixo de 10
favorecem o crescimento de cianobactérias (“micro-algas azul esverdeadas”) e acima de 22
favorecem as micro-algas verdes ou verdadeiras, recordando que a pH 8,1 (comumente
encontrado no mar) a distribuicdo das espécies de fosfatos sdo : diacido (H,PO4) = 0,5%,
monoacido (HPO4") = 79% e tribasico (PO, ) = 20%.

Ainda neste sentido, foi encontrado que em 9 macro-algas marinhas a distribuicdo de
nitrogénio e fosforo totais oscila entre 148,7 : 1,0 e 48,3 : 1,0, o que deve refletir bem qual a
composicdo 6tima que estes nutrientes devem apresentar no meio de cultivo [44]. Outra
detalhada interpretacdo da razdo de Redfield foi elaborada para cianobactérias [45]. Uma
andlise critica se a razdo de Redfield reflete apenas o aspecto composicional de fitoplankton
ou também a concentracdo Otima de N e P no préprio meio de cultivo (e.g., o0 mar) foi relatada
na mais reputada revista cientifica do mundo [46]. Este modelo prediz que o 6timo de N e P
para fins de cultivo pode variar entre 8, 2 e 45,0 : 1 dependendo das condi¢des ecologicas de
cada ambiente marinho e que o valor canbnico de Redfield (N : P = 16 :1) ndo tem validade
universal, refletindo apenas uma ocorréncia particular das espécies estudadas.

O trugue biotecnoldgico para uma eficiente producdo de lipideos em micro-algas
envolve uma judiciosa administracdo das fontes nutricionais menores ja que 0 crescimento
sempre sera proporcionalizado para a efetiva concentracdo de CO,, o principal nutriente.
Assim, o produtor encontrar-se-a com 2 fases: a) a lag, onde a micro-alga experimenta
crescimento exponencial por conta do adequado suprimento de nitrogenio (N) e fésforo (P)
seja pela ocorréncia natural como os anions nitrato (NO3) e fosfato (PO,*) em aguas servidas
seja pela adicdo de sais industriais (e.g., os de adubacdo agricola) em meio de cultivo
sintético de fotobiorreatores (PBR) ou mesmo, mais limitadamente, na ocorréncia natural em
agua do mar; b) a fase estacionaria, quando o crescimento para e pode se dar o acumulo de
metabolitos desejaveis (e.g., lipideos). Esta Ultima condicdo normalmente é bastante
favorecida pela privacdo de N e de P. Assim, Nannochloropsis, pode atingir a producéo de 30
a 90 kg / hecatare / dia se o cultivo € administrado em 2 fases, a inicial com concentracao
mais elevada de nutrientes (N e P) e a segunda, sob privacdo dos mesmos (www.oilgae.com /
algae / oil / biod / res / res.html; com dados baseados no Dipartamento di Biotecnolgie Agrarie
da Universita degli Studi di Firenze).

7. TAXONOMIA das ALGAS e PRODUTOS DE MAIOR VALOR AGREGADO

As algas e microalgas de interesse para fins biocombustiveis integram um
gigantesco universo de micro-organismos fotoautotroficos aquatico-terrestres ou marinho
geneticamente subdivido em Eucariéticos (unicelulares, as vezes formando agregados
maiores e pluricelulares) e também as Eubactérias e Arqueobactérias (procaridticas). Com
respeito a dimensdes celulares algumas séo diminutas (cianobactérias como Synechococcus
e picoplankton eucariético como Micromonas). As microalgas diatomaceas de mares mais
frios sdo as mais abundantes com > 20.000 espécies e caracterizadas pela frastula (carapaca
silicosa) como Navioua pelliculosa a qual pode acumular até 60% do peso seco em lipideos
quando sob privacdo de silicio. Seguem-se as dinoflageladas (com 2 flagelos natatorios) de
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mares mais tropicais, como ex., Scrippsiella trochoidea que é rica em acidos graxos na ordem
relativa palmitico (25,7%) > oléico (15,6%) > PUFA 22:6 A® (12,5%) > miristico (10,3%) >
PUFA 18:4 A® , além de esteréis e &lcoois superiores. Outra dinoflagelada rica em lipideos
saturados é Karlodinium veneficum. Na visdo de exploracdo integrada de microalgas, as
diatoméaceas oferecem um interessante atrativo de biomassa residual: o esqueleto silicoso
poroso dito terra diatomacea, diatomita e kieselghur (uma forma de 6xido de silicio dopada
com alguma alumina) a qual tem variada aplicacao industrial tais como suporte para a TNG —
trinitroglicerina no preparo e transporte seguro de dinamite e purificacdo de &guas de
piscinas. Ja algumas dinoflageladas como Karenia brevis oferecem em ambiente marinho
ocorréncias danosas conhecidas como “maré vermelha”, altamente toxica para peixes e
outros animais marinhos (paralisia do sistema nervoso e morte). Algumas espécies de
nanoplankton unicelular (e.g., Thalassiosira minuscula) tem a reduzida dimens&o unicelular
entre apenas 2 a 20 micra ou milésimos de milimetro. Por outro lado, macro-algas
pluricelulares tais como Laminaria podem atingir dimensdes > 1 m.

As algas podem ainda ser melhor enquadradas, taxonomicamente, em Eucaribticas
(dotadas de aparato membranoso nuclear) e suas 12 divisbes, das quais as mais conhecidas
sdo as diatoméaceas (Bacillariophyceae), algas verdes (Chlorophyceae), algas vermelhas
(Rhodophyceae), yellow-green algas amarelo-esverdeadas (Xanthophyceae), algas douradas
(Chrysophyceae), algas marrons (Phaeophyceae) e as euglendides. Um outro lote era o das
algas azul-esverdeadas hoje mais corretamente designadas de cianobactérias (reino Monera,
Divisdo Cyanophyta) pois carecem de compartimentalizagdo membranosa para o material
nuclear (DNA) e para outras organelas (os cloroplastos estdo apegados a tilacéides), sendo
portanto Procaridticas ou evolutivamente mais rudimentares. Do ponto de vista estratégico
para biocombustiveis seu conteudo lipidico ndo € considerado economicamente viavel (< 10%
da biomassa seca), além de se concentrarem em espécies quimicas ligadas ao glicerol mas
alternativas aos tradicionais TAGs: galactosil-glicerois, fosfatidil-glicerdis, e outros [47] e isto
mesmo sob privacéo de fontes nitrogenadas [48].

Os produtos de alto valor agregado derivados de micro-algas € bioquimicamente muito
variado incluindo lipideos, carboidratos poliméricos, vitaminas e proteinas comestiveis,
conforme detalhado na Tabela 5.

Tabela 5 - PRODUTOS DE ALTO VALOR AGREGADO ORIUNDOS DE
MICRO-ALGAS E APLICACOES [ 33]

Produto(s) Areas de aplicacéo

-caroteno e outros Alimento saudavel,

Espécies / grupos
Dunaliella salina /

Chlorophyta carotenoides suplemento
alimenticio; racéo
humana e animal

Haematoccocus Astaxantina (oxi- Alimentagéo humana e

pluvialis / Chlorophyta carotendide) animal (aquacultura de
peixes e crustaceos
avermelhados);
produtos
farmacéuticos

Cosmeéticos;

Porphyridum cruentum / | polissacarideos

Rhodophyta

alimentacao infantil

Odontella aurita /
Bacillariophyta

Acidos graxos especiais

Produtos
farmacéuticos;




alimentacao de

] neonatos
Isochrysis galbana / Acidos graxos poli- Suplemento
Chlorophyta insaturados (PUFAS) alimenticio >

fabricacéo de
biocombustiveis
Phaedactylum Idem; 20-30% de 20:5 w3 | idem
tricornutum / EPA
Bacillariophyta
Cianobactéria (antes micro-alga azul-esverdeada)

Lyngbya majuscule / Moduladores Produtos médico-
Cyanobacteria imunolégicos farmacéuticos
Spirulina sp (Arthrospira | Proteinas (6-70%), Alimentagéo humana e
sp.) / Cyanophyta * vitaminas (10), animal; suplemento
carotendides alimenticio

(*) filamentosa, espiralada, ndo heterocistica; uma cianobactéria

8. RESTRICOES POTENCIAIS AO USO COMBUSTIVEL DE LIPIDEOS DE ALGAS

Por conta dos ensaios histéricos e estoricos com biodiesel ndo especificado (e.g.,
contendo sabdes ou acidos graxos livres) na década ou lustro anteriores, muitas restricées
foram levantadas contra este tipo de neo-combustivel por parte das fabricantes de motores do
ciclo Diesel (Volvo, Scania, Cummins, Ford, GM, dentre outros) e dos sistemas injetores
(Bosch, Delphi), em funcdo do entupimento, desgaste e corrosao de pecas. A muito custo,
atendidas as especificagcbes, mais ainda dentro da cultura “adaptacdo do biodiesel aos
motores / injetores (e ndo o inverso, como defende o INMETRO), o biodiesel (metilico) foi
aceito, na base de B-20, para os veiculos automotores, sem a necessidade de qualquer
alteracdo do desenho original destinado exclusivamente ao 6leo diesel. Quando se examina a
pletora de moléculas carbono-hidrogenadas (parcialmente oxigenadas ou né&o) produzidas
pelas micro-algas (e.g., género Botryococcus) fica a davida de quanto tardara a anuéncia dos
fabricantes para o uso pleno (B-100 ao invés de simplesmente B-20) quando o biocombustivel
(biodiesel e neo-diesel) for oriundo de (micro)-algas

Por outro lado, a exploragdo comercial de novos modelos de micro-organismos como as
cianobactérias azul-esverdeadas (antes: micro-algas azul-esverdeadas), deve se revestir de
alguns cuidados em vista de componentes altamente tdxicos biossintetizados e/ou excretados
por algumas espécies, embora alguns apresentem interessante potencial meédico-
farmacéutico Como exemplos: 1. Cyanovirina-N (proteina virucida de Nostoc ellipsosporum),
blogueia irreversivelmente o virus da AIDS (HIV); 2. Borophycina (metabolito boratado de
Nostoc linckia e Nostoc spongiaeforme var. ténue) bioativa contra adenocarcinoma; 3.
Cryptophycina (isolada de Nostoc sp. ATCC 53789), potente fungicida; 4 . Lipopeptideos com
atividade anti-cancer e antibiotica; 5. alcaldide (+)-8-hidroximanzamina A do genero
Petrosiidae € uma droga anti-tuberculose; 6. espirulana célcica de Spirulina fusiformis
impede a invasado tumoral e a metastase. Todavia algumas cianobactérias contém 7. potentes
toxinas como o0s ciclopeptideos microcistina e nodularina de Microcystis aeruginosa e
Nodularia spumigena que destroem as células hepaticas e ainda a neurotoxina kalkitoxina,
bloqueadora dos canais de sddio dos nervos [49]. Mas como “nada se cria ha Natureza e tudo
se transforma” (Antoine Lavoisier, pai da Quimica Moderna, 1743-1794), prestigiosas



instituicbes como o NREL — National Renewable Laboratory do DOE — Department of Energy
— USA estdo geneticamente modificando cianobactérias alterando seu usual padrao
bioguimico de acumulacdo de carboidratos em favor de lipideos. Como ja sdo naturalmente
boas fixadoras tanto de C quanto de N haverdo de ser fortes concorrentes das verdadeiras
micro-algas na corrida do biodiesel futuro.

9. EXPLORACAO INTEGRADA DOS COMPONENTES QUIMICOS DE ALGAS

Ainda dentro da visdo de uma exploracdo integrada de algas fluviais ou
marinhas (tal qual secularmente se faz com a soja : 6leo alimenticio ou pro-combustivel,
proteina fedder ou fodder; carboidratos fermentesciveis; isoflavonas hormone-like, etc) ha que
se considerar que, além de lipideos pré-combustiveis (TAGs e/ou hidrocarbonetos), alguns
tipos como os géneros da Feoficea Sargassum (fonte de agar) e das Rodoficeas Gracillaria,
Kappaphicus e Eucheuma (fontes de outros carboidratos poliméricos como alginatos e
carragenanas) contem entre 35 e 48% de carboidratos (base seca), comercialmente
exploraveis ou passiveis de hidrélise acida ou enzimatica para acgucares simples e
fermentesciveis até etanol (caso do Vietnam)* [50, 51]. De fato e alternativamente, empresas
como a israelense Seambiotic cultivam micro-algas dos géneros  Nannochloropsis,
Phaedactylum, Tetraselmis e Dunaliella para o duplo propésito de fabricacdo tanto de
biodiesel / neo-diesel quanto de (bio)etanol. Adicionalmente, algas (micro e macro) podem se
prestar a producdo de hidrogénio (combustivel ideal do futuro mais distante) seja através de
equipamento enzimatico aprimorado pela engenharia genérica seja atraves de pirolise
(decomposicdo quimica de materiais carbonados a altas temperaturas e na auséncia de
oxigénio gerando syngas ou mistura de hidrogénio e monodxido de carbono; H, e CO) ou
ainda através da ‘“reforma a vapor’ do metano, por sua vez um produto basico na
decomposicdo da biomassa de algas por varios outros micro-organismos (e.g., bactérias).

(*) gastos em insumos como enzimas ou inconvenientes oriundos da hidrélise acida mineral
convencional (e.g., sulfurica e cloridrica que normalmente requerem desalinizacdo dos
hidrolisados antes da etapa fermentativa subsequiente) podem ser evitados com o emprego
de acidos ndo convencionais que nao precisam ser eliminados na etapa pés-hidrolise (e.g..,
acidos fosforico e citrico) [50], [51].

10. CUSTOS OPERACIONAIS E VIABILIDADE ECONOMICA DE PROCESSOS
APLICADOS A MICRO-ALGAS

Componentes importantes no cotejamento de custos para a producéo de biodiesel de
micro-algas (como sucedaneo ao biodiesel de soja) sdo a coleta da biomassa e a eliminagao
da agua (umidade natural) ou secagem. No caso da soja (quando o gréo verde evolui para
maduro, o conteldo de agua desce de 65% para apenas 13%) o grao de lavoura pré-
descascado na propria colheitadeira esta pronto para o esmagamento (prensagem; para fins
de biodiesel) ou retirada dos lipideos mediante extracdo com hexano a quente (para fins
alimentares). No caso das algas o fator complicador € mdltiplo, pois 0 micro-organismo
colhido (pasta de micro-algas) por centrifugagéo, filtracdo, flotacdo ou floculacdo vem
acompanhado de um teor elevado de agua na faixa dos 80-90%, o que requer, para
quaisquer fins e preservacdo da qualidade dos componentes, uma secagem em
equipamentos proprios, ou excepcional e artesanalmente ao sol. Centrifugas de alta
velocidade (> 10 krpm) tem alto custo * e podem corresponder a > 35% do investimento para
coleta de micro-algas além de > 45% do consumo de energia do processo. De fato, uma



analise em escala laboratorial apontou que pode se lograr uma economia de US$ 3.62 para
apenas US$ 0.93 / kg de biomassa processada de micro-alga quando se pré-concentra
(atraves de floculacédo / flotagcdo / sedimentagdo) a suspensédo unicelular de 0,3 g / L para 100
g/ L (10% na base seca) em vista da marcada reducdo no consumo de eletricidade de 4,76
kWh / kg para apenas 0,5 kWh / kg [52] .

(*) algumas empresas da India sdo bem conhecidas pela capacidade de fornecimento de
equipamentos industriais robustos e de menor custo. P.ex., a SHARPEX Filters PVT. Ltd., de
Mumbai cota, em Janeiro de 2011, suas centrifugas tubulares para 13.500xg (SA-16) e
16.000xg (SA-26) (campos gravitacionais) respectivamente por US$ 16,200.00 e 20,700,00
(precos FOB, Porto de Navi, Mumbai, India). Sdo acionadas por motores de 2 e 4 HP,
respectivamente e podem separar 6leo e agua continuamente (desde que as densidades
difram no minimo em 0,2) e 0 equipamento mais robusto (SA-26), dependendo das
viscosidades e temperaturas em jogo pode operar na base de 1.500 a 2.000 litros / hora.

Figura 8 - Nannochloropsis oculata (macrocultivo em tanque do GIA - Setor de Ciéncias
Agrérias da UFPR — Antonio Ostrenski, Bruno Miyawaki e Alexandre Guilherme Becker)
(esq.) cultivo original, pH 8,35 ; (dir.) floculacdo apés 15 min do ajuste do pH para 10,09 com
NaOH (LQBB — Depto. de Farmacia da UFPR).



Como o método de colheita de micro-algas frescas por centrifugacdo padece das restricde
antes apontadas (embora possa elevar a suspenséo diluida de uma fracdo de g/L para um
pasta de 20 g / L) talvez sua adaptacdo mediante um passo combinado e precedente d
homogenizacdo da biomassa possa a vir viabilizar esta variante operacional pois a fraca
lipidica facilmente de destacaria das demais e, por ter menor densidade relativa, flutuaria sob
acdo do campo centrifugo e constituiria a 12 camada (“creme”). Uma outra dificuldade

considerar no uso da centrifugacdo é que algumas espécies de micro-algas, além da dimensa
diminuta, sdo moveis (flageladas).

O 2°. método de colheita de micro-algas frescas € o de flotacdo espumigena (“froth flotation”)
gue requer também um ajuste do pH e borbulhamento de ar de modo a criar uma espuma de
baixa densidade que flutua e contem (a maior parte das) micro-algas sendo recolhida por
succdo. [53]. Uma variante é da flotacdo por ar dissolvido em que a flotacdo € combinada
com um co-floculante quimico (alum) [54].

O 30. método de colheita de micro-algas frescas € o de floculacdo e que engloba variantes
operacionais : a) autofloculacdo (caso em que a manipulacdo interrompe o fluxo de
alimentacdo com CO, e micro-alga entdo auto-flocula) ; b) floculagdo quimica (e.g., pH
alcalino para a diminuta Nannochloropsis oculata; adicdo de floculantes tais como alum ou
sulfato de aluminio , cloreto férrico, quitosana); c) eletrofloculagédo; d) bio-cofloculacédo (caso
do uso da micro-alga diatomacea unicelular-em-cadeia Skeletonema para bioflocular a outra
micro-alga Nannochloropsis) e e) floculagéo induzida por ultra-som.

A floculacdo forgcada por meios quimicos é razoavelmente bem estudada. Por ex., a
concentracao eficiente dos agentes floculantes e pHs 6timos é: alum (8-250 mg/ L e pH = 5,3
a 5,6); Fey(S04)3 (50 — 90 mg/L e pH = 3,0 até 9.0), quitosana (100 mg/L e pH = 8,0) e Zetay
51 (polietileno-amina) (10 mg/L e pH > 9). [ 33].

O dultimo método, filtracdo, teoricamente somente € aplicavel em laboratorio ou seja em
reduzida escala em vista do rapido entupimento da camada ou membrana filtrante em funcao
da reduzida dimensdo das micro-algas. Uma excecao seria 0 aprimoramento desenvolvido
por R.O. Youngs (2009) na Algae Venrure Systems (Harvesting, Dewatering and Drying
Technology) que explora a tenséo superficial, adeséo, coesao e acao capilar. O autor alega
poder processar > 500 litros / h e requer menos de 40w/h de energia elétrica e uma grande
vantagem é que a eficiéncia independe da densidade da micro-alga em processamento. Uma
outra variante que pode aliviar a restricdo do entupimento na filtracdo é a insercéo, logo acima
da camada filtrante, de uma hélice rotatéria em facas, para a constante remocao da biomassa
Umida ali acumulada.

A empresa OriginOil estabeleceu em US$ 1.24 o custo energético para se obter 1 kg de
6leo de micro-alga usando a tecnologia convencional de 3 etapas sequenciais : coleta ->
secagem -> extracdo. Lancou entdo uma nova tecnologia invertendo as etapas sequenciais
para : extracdo -> separacdo dos solidos -> secagem, para a qual a empresa clama, no caso
de biomassa de micro-alga que seja bio-digerivel (atacavel por enzimas industriais), um custo
energético de apenas US$ 0.20 / kg de 6leo. [55]. A ruptura inicial da arquitetura celular das
micro-algas é conseguida também gracas a aplicacdo de geradores potentes de ultra-som no
processo patenteado designado de Quantum Fracturing™.



A etapa seguinte do processamento de micro-algas, a secagem (“dewatering”), é também
custo-intensiva (= ou > 30% dos custos totais). Se faz necessaria por 2 razfes: a) a
estocagem da biomassa com umidade acima de 7% facilita a biodegradacdo da mesma por
acao, principalmente, de bactérias; b) qualquer que seja 0 método seguinte de extracdo do
Oleo (prensas ou organossolvente a quente), a umidade é um sério atrapalho.

Tabela 6 - METODOS CONVENCIONAIS DE SECAGEM DE MICRO-ALGAS [33]

Método Vantagens Limitacdes Particularidades

Secagem em tambor | Rapido e eficiente Custo alto Rompe a parede
celular de algumas
micro-algas;

esteriliza o produto;
(n&o aplicavel a

Spirulina)
atomizador a quente | idem idem Esteriliza o produto
(spray-dryer) mas néo garante

ruptura da parede

celular
Secagem ao sol Baixo custo global, Dependente do clima | Nao esterilizante;
capital fixo barato e | e regime risco maior de
sem custos correntes | pluviométrico contaminacao
Secagem em fluxo- Mais rapido do que a | Custo médio Nao esterilizante;
cruzado secagem ao sol e nao afeta parede
mais barato do que a celular (sem risco de
secagem em tambor ruptura)
Secagem a vacuo Processo suave Custo alto Preserva bem os
em prateleiras constituintes mas

produto se torna
higroscopico
Liofilizador (freeze- | Processo suave Custo (muito) alto; idem

dryer) processo lento

Ha contudo o registro de uma patente que versa sobre a extracao dos lipideos de micro-algas
a partir de sua forma umida de colheita [56].

O fatiamento de custos no cultivo e processamento de microalgas até o produto principal
visado é detalhado nas tabelas seguintes.

Tabela 7 - COMPONENTES DE CUSTO NA PRODU(;AO OTIMIZADA DE
LIPIDEOS DE MICRO-ALGAS EM HIDROFAZENDAS ABERTAS [33, 57]
COMPONENTE US$ /galdo (3,785 L) (% do total *)
Inoculacao 1.10 - 5.50 (5,5-16,8%
Crescimento da micro-alga 15.00 — 20.00 (75 — 61%)
Suprimentos de agua e 0.40-0.70 (2,0 - 2,1,%)
nutrientes

Suprimento de CO2 1.20-2.40 (6,0 —7,3%)
Coleta da biomassa 0.80-1.60 (4,0 —4,9%
Extracdo do 6leo 1.50 — 2.60 (7,5 - 7,9%)
Total 20.0 0 — 32.80




Tabela 8 - CUSTOS COMPARATIVOS NA PRODUCAO DE B—-CAROTENO
(*) E BIOCOMBUSTIVEL (**) POR MICRO-ALGAS EM HIDROFAZENDAS
E FOTOBIORREATORES TUBULARES [33] [57]

hidrofazenda fotobiorreator
Cepa de alga Dunaliella Scenedesmus
Produto visado (*; **) —caroteno biocombustivel
escala 10 ha 650m %; 30 m®
RENDIMENTO DE BIOMASSA
g/ m2/dia 2 50
ton/ ha /dia 7 100
CUSTOS DE CAPITAL
compra dos equipamentos 4,3 milhdes 290,5 mil
instalacao 29,7 mil
construcoes 1,0 milhdo 29,7 mil
infraestutrura 1,0 milhdo 264,1 mil
diversos 0,3 milh&o
TOTAL DOS CUSTOS DE CAPITAL 6,6 milhbes 613,0 mil
DEPRECIACAO (US$/ano; 10 anos) 0,66 milhdo 61,3 mil
CUSTOS OPERACIONAIS (US$/ ANO)
fertilizantes 36,0 mil 4,72 mil
mao-de-obra 500,0 mil 127,93 mil
eletricidade 180 mil 18,13 mil
agua 220,0 mil
CO; 150,0 mil 8,81 mil
diversos 80,0 mil
TOTAL DOS CUSTOS OPERACIONAIS | 1,166 milhdes 159,59 mil
TOTAL DO CUSTO DE PRODUCAO 1,826 milhdes 220,89 mil
(US$ / ano)
CUSTO DE PRODUCAO UNITARIO DA
BIOMSSA DE MICRO-ALGA (US$/kg) |26 34
(*) produto de alto valor agregado ; (**) produto de baixo valor agregado

Outra criteriosa avaliacdo do potencial de micro-algas para biocombustiveis foi compilada
por Lee, Y-K na National University of Singapore (2001, J. Appl. Phycol. 13 : 307-315). As
maximas produtividades alcancadas na Republica Tcheca com Chlorella sp. foram de 2,50 g /
L / dia e 25,0 g de 6leo / m? / dia em hidrofazendas abertas rasas (“open ponds”). J4 em
fotobiorreatores fechados de varios modelos (tubular, serpentina, coluna ou prato chato) os
respectivos valores de g / L / dia para lIsochrysisgalbana (Israel), Phaedactylum sp.
(Espanha), Chlorella pyrenoidosa (Singapura) e Tetraselmis chuii (Australia) foram de 1,60,
2,76, 2,90 e 1,20. Boa parte das espécies podem ser cultivadas heterotroficamente aceitando
acetato, lactato, glucose e glutamato com fontes de C (casos dos géneros Chlorella,
Dunanliella, Nannocloropsis, Nitzchia, Scenedesmus e Tretraselmis). O mesmo se aplica para
parte destas micro-algas quando o método de cultivo € o mixotréfico ou seja combinacao de
luz para a fotossintese acoplada a suprimento de variadas fontes de C. Outro importante
parametro cinético foi cotejado para a taxa maxima de crescimento especifico : Chorella
vulgaris e Scenedesmus acutus mostraram valores, respectivamente de 0,11, 0,098 e 0,198



versus 0,061, 0,040 e 0,048 para cultivos fototropico (luz apenas), heterotrofico (glucose) e
mixotroéfico (luz + glucose).

A soja tem um teor umidade (comercialmente praticado) em torno de 13% e isto ndo &
barreira técnica para a extracdo do grdo com hexano a quente visando a separacéo do 6leo e
nem mesmo até para a biodielizag&o in situ no gréo inteiro (patente da PETROBRAS). A soja
tem um ciclo de colheita de 90 a 160 dias. A produtividade média brasileira (PR e MT) é de
2,7 ton / ha cultivado num ciclo entre 90 e 160 dias. Os sojicultores brasileiros aparentam
estar satisfeitos com os resultados, em ordem cronolégica, com cultivares mais precoces e
com a adocao das sementes transgénicas unitrato como a soja “Round Up Ready” (resistente
ao multi-herbicida glifosato). Comparativamente um cultivo produtivo de micro-algas (80-90%
de agua quando recém colhida por centrifugacado, filtracdo, flotacdo ou floculacdo; alto
componente de custo para a secagem) pode alcancar uma concentracdo em peso seco de
2,6 g/ L/ dia (= caso de Dunaliella tertiolecta; uma micro-alga verde, unicelular, flagelada,
movel; até 25% de lipideos, base seca). Trace-se entdo um comparativo, em base mais
realista (aproveitamento do Qpar Ou fragdo de eficiéncia fotossintética) : 1 hectare de
hidrofazenda (10.000 m?) com a lamina de 4gua com profundidade média de apenas 0,5 m
corresponde a 5 milhdes de litros de meio de cultivo e portanto 2,6 x (5x10°) = 26 ton / ha se a
colheita for integral ou 13 ton se ela se restringirt a apenas 50% da biomassa. Para finalizar o
calculo tedrico da maneira mais exata possivel, se pode assumir que a colheita de alga pode
se dar em intervalos de cada 3 dias Uteis (tempo médio de duplicacdo de micro-algas; climas
guentes) mantendo-se uma alta taxa de re-inoculo (50% da biomassa por colheita e 50%
deixada na hidrofazenda como re-inéculo). Logo, o ciclo comparativo com a soja se reduziria
de 90 ou 160 dias para apenas 30 ou 53 turnos de colheita. Entdo: 13 ton x (30) ou (53) = 390
ou 689 ton / ha/ ciclo completo de colheita. Finalmente, 390 ou 689 ton /2,7 ton = 144 a
255 maior produtividade da micro-alga em relacdo a soja. Estes vantajosos numeros podem
ser confrontados, confiavelmente, com aqueles reportados por Chisti, Y. (2007) [8] que s&o de
130 a 304 vezes, na base de produtividade especifica em 6leo / area cultivada, dependendo
se o teor lipidico da micro-alga é assumido em 30 ou 70% j& que o0 da soja oscila entre
apenas 18% e 21%.

Destine-se a soja exclusivamente a alimentos ou a producédo de biodiesel, o grao ir4 gerar
sempre 38% (em média) do peso seco em proteina (farelo ou torta), alimento dos mais nobres
em composicdo de aminoacidos esséncias ou nao e de alta digestibilidade para humanos e
animais. Tais fatores sdo pouco estudados para as micro-algas apropriadas a biodieselizacao
ou na producdo direta de neo-diesel. Segundo a UNIJUI, as cotacbes de de 12/dez/2010
para o grdo, Oleo e farelo de soja, com base na Bolsa de Chicago (CBOT) eram
respectivamente de US$ 474, US$ 378 e US$ 1199 / ton. Segundo dados do sistema A
ALGAEPRO (USA), uma tonelada de farinha de soja (48% de proteina) tem custo médio de
US$ 400 / ton. Este sistema pode produzir uma tonelada seca de farinha da cianobactéria
Arthrospira platensis (antes dita alga azul-esverdeada Spirulina platensis; 68% de proteina)
por apenas US$ 230 — 260. Este micro-organismo filamentoso espiralado ndo se presta a
producédo de biodiesel (apenas 6 a 9% de lipideos), mas com alguma diferencia¢éo de custos,
0 comparativo poderia ser aplicado a micro-algas verdadeiras boas produtoras de oleos /
hidrocarbonetos. Neste mesmo sentido, dados de Coutteau & Sorgeloos (1992), compilados
pela FAO - Food and Agriculture Organization, colocam a faixa de custos para a producao de
micro-algas entre US$ 50 e 400 / ton de peso seco dependendo das cepas e métodos, o
preco menor se referindo a culturas em tanques abertos e ao ar e os maiores em condicdes
mais sofisticadas (e.g., PBRs — fotobiorreatores).



11. PRAGAS DA SOJA [58] ; CONTAMINACOES DAS MICRO-ALGAS

As principais pragas da soja (Glycine Max) sdo em numero de seis : lagarta-da-
soja: Anticarsia gemmattalis; lagarta-mede-palmo - Pseudoplusia includens; broca-das-
axilas - Epinotia aporema; percevejo-verde - Nezara viridula, percevejo-pequeno -
Piezodorus guildinii; percevejo-marrom - Euschistus heros. Feliz e naturalmente, estas
pragas tem suas doencas, parasitas e predadores tais como os fungos Nomurea rileyii,
Entomophtora sp , Beauveria sp; virus, Baculovirus anticarsia; parasitdides entomdéfagos
como a vespa Litomastix truncatellus e percevejos Nabis sp e Geocoris sp, e 0 besouro
Calosoma granulatum; microhimendpteros como Euplectrus chapadae e Telenomus
mornidaea; o dipetero Eutrichopodopsis nitens.

O cultivo de micro-algas também esta sujeito a pragas ou contamina¢des por
parte de outras espécies de fitoplancton, zooplancton fitéfago e bactérias.

12. COLECOES INTERNACIONAIS DE MICRO-ALGAS

Algumas instituicbes tem se especializado na manutencdo de culturas puras de micro-
algas e as fornecem mediante doacdo ou venda. Exemplos sdo : NREL — National
Renewable Energy Laboratory, Golden, CO, USA; CSIRO Microalgae Research Centre,
Hobart, Tasmania, Australia; University of Toronto Culture Collection, Toronto, Canada e
Charles University of Praga Culture Collection, Praga, Republica Tcheca e a cole¢do da
Universidade de Gotting, Alemanha. No Brasil, um trabalho similar é feito pelo Prof. Sérgio
Lourenco, do Depto. de Biologia Marinha da UFF — Universidade Federal Fluminense.

13. OUTRAS APLICACOES INDUSTRIAIS PARA BIODIESEL DE FONTES
CONVENCIONAIS E DE MICRO-ALGAS [59]

Embora o viés convencional seja a destinacdo do biodiesel (mono-ésteres metilico ou
etiilico) e / ou neo-diesel (hidrocarbonetos quimicamente variados) para fim (bio)combustivel
em veiculos automotores do ciclo Diesel (caminhdes, 6nibus, camionetas, embarcacfes
pequenas e navios; também carros de passeio na Europa e USA) , outras aplicacfes
comecgam a ser exploradas, tais como : a) producdo de hidrogénio para veiculos movidos a
células combustiveis (InnovaTek & Chevron); b) limpeza de derramamento ou manchas de
petréleo (e.g., limpeza de praias com o produto “Cytosol” do Department of Fish and Game da
California); c) geracao de eletricidade de usos civil ou militar (e.g., o gerador de 6 mW da
University of California @ Riverside; d) geracdo de aquecimento residencial (e.g, Portland
Green Heat); e) energia para cozinha e iluminacédo (e.g., lanternas e fogdes da BriteLyt
Petromax; f) limpeza de ferramentas e outros utensilios engraxados; e g) remocao de tintas e
adesivos (evitando a inalacéo de vapores toxicos de solventes derivados do petréleo).

Héa igualmente o potencial de aplicacdo de biodieseis especiais (preparados a partir de
acidos “graxos” completamente incomuns) que permitem vantagens como alta resisténcia ao
congelamento / gelificacéo / cristalizacdo, maior poder comburente (duplamente oxigenados)
aroma agradavel (para perfumaria e cosméticos) e atividade microbicida contra bactérias,
fungos e algas, que sdo os casos dos ésteres etilicos dos acidos valpréico (cadeia curta
ramificada), azelaico (duplas “cabecas” carboxilicas; maior oxigenacdo relativa) e sorbico
(cadeia curta duplamente insaturada). [60].


http://www.agrobyte.com.br/lagartadasoja.htm
http://www.agrobyte.com.br/lagartadasoja.htm
http://www.agrobyte.com.br/brocadasaxilas.htm
http://www.agrobyte.com.br/brocadasaxilas.htm
http://www.agrobyte.com.br/percevejos.htm
http://www.agrobyte.com.br/baculovirus.htm

Outros detalhes a respeito de fontes alternativas & soja e micro-algas como fontes
oleaginosas e de hidrocarbonetos para a producdo de biodiesel e neo-diesel poderdo ser
encontrados no livro “Biodiesel para leitores de 9 a 90 anos” (José Domingos Fontana com
comentarios de Univaldo Vedana, do portal “Biodieselbr”), a ser publicado pela Editora da
UFPR em marc¢o ou abril de 2011.

(*) J.D.Fontana é professor emeérito da UFPR (2005), pesquisador DTEI do CNPq e 11°.
Prémio Paranaense em C&T (1996).
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	 As algas (incluídas as micro) são organismos fotoautotróficos obrigatórias (dependência direta da luz solar para crescimento) e algumas tem crescimento autotrófico baseado em fontes orgânicas de carbono (e.g., açucares). Podem ser cultivadas de várias maneiras: a) sistema heterotrófico em reator não iluminado, baseado em açucares e ácidos orgânicos como substratos para fins mais nobres tais como a produção do ácido graxo poli-insaturado EPA.; b) fotobiorreator exposto ao Sol ou abrigado em edificação; c) sistema autototrófico de hidrofazenda (lacustre) aberta de baixa profundidade onde o risco de contaminação é maior bem como a perda de CO2 (se injetado) e mais economicamente indicado para produto de menor valor agregado (óleo bruto para biodiesel ou neo-diesel direto). As micro-algas são tolerantes ao potencial hidrogeniônico do meio de cultivo (pH 7 até 9), embora a faixa ótima seja mais estreita (pH 8,2 a 8,7). A soja requer um solo levemente ácido com extremos de pH de 5,2 a 7,0. No nível laboratorial (in vitro e em fotobiorreatores) o crescimento e produtividade lipídica de micro-algas é ensaiado normalmente em meios aperfeiçoados e de acentuada complexidade. Como exemplos, o de Guillard F/2 que envolve 10 diferentes sais e 3 vitaminas. Em alguns casos restritos, a composição salina pode ser simplificada com o emprego de adubos agrícolas da série N-P-K.
	Outra alternativa [40] para “água marinha sintética” é a formulação de McLachlan (1965) em que o condicionador salino (NaCl a 28g / L) é adicionado de menores concentrações de outros macro-nutrientes (cloretos, sulfatos, bicarbonatos e silicatos) dos cátions Mg2+, Ca2+, K+ e Na+) desde 7 até 0,2g%, além de um agente tamponante mais caro (HEPES a 1,2%) e micro-nutrientes (boro, fósforo, ferro, amônio) contendo o quelante EDTA e ainda elementos-traço como Cu2+, Zn2+, Co2+, Mn2+ e Mo2+, estes na faixa de microgramas / litro). Uma composição mais simplificada de água de mar sintética [41], originalmente aplicada para outros fins (cultivo do micro-crustáceo Artemia salina, alimento de camarões e ferramenta para bioensaio de toxicidade de fitoquímicos) poderia ser testada também para o cultivo de micro-algas (fase lag). 
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