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RESUMO

A busca constante com fontes alternativas de energia tem aumentado devido aos impactos
negativos causados pelos combustiveis fosseis sobre o meio ambiente. As microalgas sdao
microrganismos que habitam ambientes marinhos e podem gerar biomassa devido a seu
metabolismo acelerado. Seu uso em processos biotecnoldgicos tém sido abundantemente
explorados ao longo dos anos. Esta revisdo propde o assunto em detalhes analisando e
discutindo a producdo de biodiesel a partir de microalgas adotando métodos de catalise
enzimatica, utilizando enzima lipase, os parametros que influenciam o sistema de reagdo, e
suas vantagens, e desvantagens. Primeiro, apresentaremos as microalgas como possiveis
produtores de biocombustivel para aplicagdes industriais. Além disso, apresentam-se os
possiveis métodos de imobilizacdo enzimatica e o uso de biocatalisadores de lipase nas
reagoes de transesterificacdo conforme os meios de reacdo, como biorreatores e solventes
organicos, descrevendo as melhorias em cada etapa. O possivel interesse no desempenho em
motores de biodiesel a partir de microalgas, os aspectos economicos e ambientais do biodiesel
de microalgas. Assim, a pesquisa teve como objetivo realizar uma revisao da literatura sobre o
6leo de microalga catalisada por lipase e todo o seu processo de obtencdo de biodiesel,
considerando os diversos aspectos, como questdes de matéria-prima, catdlise enzimadtica,
métodos de produgdo e aspectos socioecondmicos e ambientais. Com isso, as provaveis
tendéncias futuras para a industria e a pesquisa cientifica, estas discussdes provavelmente

revisardo os avangos significativos com a lipase de microalgas e a tecnologia do 6leo.

Palavras-chave: microalgas, biocatalisador de lipase, atividade catalitica, biodiesel de

microalgas, aspectos econdmicos.



ABSTRACT

The constant search for alternative energy sources has increased due to the negative impacts
caused by fossil fuels on the environment. Microalgae are microorganisms that inhabit marine
environments and can generate biomass due to their accelerated metabolism. Their use in
biotechnological processes has been abundantly explored over the years. This review
proposes the subject in detail by analyzing and discussing the production of biodiesel from
microalgae by adopting enzymatic catalysis methods, using the enzyme lipase, the parameters
that influence the reaction system, and its advantages, and disadvantages. First, we will
present microalgae as possible biofuel producers for industrial applications. Furthermore, the
possible enzyme immobilization methods and the use of lipase biocatalysts in
transesterification reactions according to the reaction media, such as bioreactors and organic
solvents, are presented, describing the improvements in each step. The possible interest in the
performance in biodiesel engines from microalgae, the economic and environmental aspects
of biodiesel from microalgae. Thus, the research aimed to conduct a literature review on
lipase-catalyzed microalgae oil and its entire process of obtaining biodiesel, considering the
various aspects, such as feedstock issues, enzymatic catalysis, production methods, and
socioeconomic and environmental aspects. With this, the likely future trends for industry and
scientific research, these discussions will likely review the significant advances with

microalgae lipase and oil technology.

Keywords: microalgae, lipase biocatalyst, catalytic activity, microalgae biodiesel, economic

aspects.
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1 INTRODUCAO

A questdo da dependéncia energética dos combustiveis fosseis tem se tornado um
grande desafio devido ao rapido consumo ao longo dos anos (MORAIS et al., 2020). Com
intuito de reduzir esse consumo, os biocombustiveis sdo uma excelente alternativa para
diminuir os impactos negativos no meio ambiente (AL-AMERI; AL-ZUHAIR, 2019). Com
isso, as microalgas tém-se apresentado como excelentes fontes de energia por produzir
abundantemente lipidios em média de 75% de biomassa seca, assim produzindo energia limpa
convertidos em biodiesel. Além disso, apresentam alta eficiéncia fotossintética, crescimento
rapido, alto rendimento energético e o cultivo pode acontecer em areas nao suscetiveis (LI et
al., 2019; KHAN; SHIN; KIM, 2018; MORAIS et al., 2020; AHMAD et al., 2011).

Os diversos tipos de microalgas e o0 modo de cultivo influenciam no sistema de
produgdo de lipidios (DE FARIAS SILVA; BERTUCCO, 2019). Ademais, as diferentes
estratégias aplicadas para extracdo do 6leo de microalgas tém sido exploradas de modo a
obter o aumento da produgdo de lipidios (DVORETSKY et al., 2016). Desse modo, o sistema
de producdo de microalgas pode acontecer em sistemas abertos ou fechados de biorreatores.
Sendo que, em sistema fechado permite um melhor equilibrio das condig¢des de cultivo, no
entanto, demanda alto custo de implementacao e operacao (SEYED HOSSEINI et al., 2016;
ZNAD et al., 2012; ONCEL; SUKAN, 2008).

As microalgas tém-se evidenciado pelas aplica¢des biotecnoldgicas para produgao
do o6leo de microalgas, pois requer catalisadores bioldgicos para otimizar as reagdes de
transesterificacio (MONDAL et al., 2017; DICKINSON et al.,, 2017). Os catalisadores
biotecnoldgicos, as lipases, atuam em condigdes especificas como temperatura, pressao ¢ pH
(DE SOUZA et al., 2016). As reacdes de transesterificacdo podem acontecer na presenca de
uma base ou de um d4cido (heterogéneo ou homogéneo) ou a partir de um catalisador
enzimatico (NASREEN et al., 2018). Sendo que, a utilizacdo do solvente ideal depende
exclusivamente do método que serd utilizado para extrair os lipidios (KARIM et al., 2019;
HIDALGO; CIUDAD; NAVIA, 2016). Embora, ambos os solventes polares e apolares podem
ser extraidos simultaneamente e convertidos em biodiesel (KARIM et al., 2019; HIDALGO;
CIUDAD; NAVIA, 2016; KIM et al., 2019).

A pesquisa teve como objetivo realizar uma revisao da literatura sobre o dleo de
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microalga catalisada por lipase e todo o seu processo de obtencdo de biodiesel, considerando
os diversos aspectos, como questdes de matéria-prima, catilise enzimatica, métodos de
producao e aspectos socioecondmicos € ambientais (DE JESUS et al., 2020). Desse modo, os
objetivos especificos do estudo podem apresentar caracteristicas relevantes para produgdo de
lipidios a partir de microalgas, bem como de acordo com suas matérias-primas mais utilizadas
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Destaca-se as propriedades gerais das microalgas para
producao de lipidios; exemplificar os sistemas de producdao de biomassa através de
biorreatores; discutir os métodos de cultivo e extrac¢do de lipidios de microalgas; apresentar as
lipases imobilizadas como biocatalisadores para otimizar a reagdo de transesterificacdo
(AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011); discutir as estratégias de reagdo de
transesterificacdo para catdlise enzimatica em aplicagdes industriais; abordar o uso de
solventes e de co-solventes para quebrar ligacdes e extrair lipidios para a produgdo de
biodiesel; destacar as novas tecnologias utilizadas para a producdo de biodiesel a partir do
6leo de microalgas na perspectiva socioecondmica ¢ ambientalmente correta (AMARO;

GUEDES; MALCATA, 2011; CHEN et al., 2018.

Nesse contexto, essa revisdo discute os mais variados aspectos na produgao de
biodiesel de microalgas como nova alternativa tecnologica de energia sustentavel (MILANO
et al., 2016; BRENNAN; OWENDE, 2010). Desse modo, a producdo de biodiesel de
microalgas a partir de biocatalisadores lipasicos, otimiza o desempenho das reagdes e assim

incentiva novas pesquisas para producao de biocombustiveis ecologicamente sustentavel.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Procedimentos metodologicos

Processaos Metodoldgicos

#|
R Pesquisa ‘e
#* % .
L

*
*
»

R"'::i“ Periddicos
Cientificos
Literatura
L ]
Palavras chaves Entre 1993 a 2020

Microalgas; fmesm —
Blocatalisador Bases de dados de Sclence Direct:
el Portal de Periodilfm
Biodiesel de

L
L
*
L
£y
-

Capes;
microalgas; Scientific Electronic
ns.p-ectus Library Online
econdmicos. (Scielo) e
Google Académico
-

Fonte: MOTA (2021).

A pesquisa foi realizada por revisao de literatura utilizando palavras-chave como,
microalgas, biocatalisador de lipase, biodiesel de microalgas, aspectos econdmicos, dentre
outras. O estudo se deu em periddicos cientificos, priorizando os aspectos e avangos obtidos
ao longo dos ultimos anos entre 1993 a 2020. Os artigos investigados nesta revisdo, foram
obtidos por meio das bases de dados de periddicos da Sciencedirect, Portal de Periodicos
Capes, Scientific Electronic Library Online (Scielo) e Google Académico que permitem o
acesso a artigos publicados em periddicos de alto impacto cientifico e tecnoldgico no mundo.
Assim, caracterizando as producdes cientificas que abordam como tema principal 6leo de
microalgas e suas respectivas pesquisas, capazes de desenvolver a producdo de biodiesel

industrialmente possivel.
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4 RESULTADO
O resultado obtido mediante o desenvolvimento deste trabalho proporcionou a

elaboragdo do artigo de revisao discriminado abaixo:

4.1. ARTIGO 1: PRODUCAO DE BIODIESEL DE MICROALGAS UTILIZANDO
LIPASES: DESAFIOS E OPORTUNIDADES

Obs.: Artigo aceito para publicacio na Revista Algal Research sob numero

ALGAL-D-21-00543.
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RESUMO

O consumo excessivo de combustiveis fosseis tem gerado graves problemas ambientais como
o efeito estufa e a polui¢do. E fundamental identificar os principais fatores decorrentes dos
impactos dos combustiveis fosseis e buscar alternativas tecnologicas, sustentaveis e
econdmicas para minimizar a situacao atual. Com o avango tecnologico, os biocombustiveis
entraram em expansao, classificados como de alto potencial produzido a partir da biomassa. A
producao de biodiesel a partir de microalgas na obten¢ao de energia limpa e renovavel busca
desempenhar um papel significativo no quadro econdmico e ambiental. Portanto, os
biocombustiveis a partir do 6leo de microalgas se destacam no setor de energia ou por serem
um combustivel produzido por misturas de ésteres etilicos, ou ésteres metilicos de acidos
graxos, gerados pela sintese de 6leo com alcool na presenga de biocatalisador de lipase.
Assim, as perspectivas e desafios estdo relacionados a novas tecnologias aplicadas aos
biocombustiveis gerados a partir de microalgas para viabilizar processos € servigos
caracterizados como eficientes em termos energéticos e ecologicamente corretos. Diante desse
contexto, esta revisdo descreve os principais aspectos associados a produgdo de biodiesel de
microalgas, destacando as propriedades fundamentais, os processos de imobilizag¢do, o uso de
solventes para otimizar todo o meio reacional, os sistemas de biorreatores, bem como, o
processo de otimizacao do desempenho do motor a biodiesel de microalgas, considerando os
aspectos econOmicos € ambientais. Provaveis tendéncias futuras para a industria e a pesquisa
cientifica proporcionardo discussdes sobre os avancos significativos no uso de lipase de

microalgas e tecnologia de lipideos para a produgdo de biodiesel.

Palavras-chave: microalgas, biocatalisador de lipase, atividade catalitica, biodiesel de

microalgas, aspectos economicos.
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1 Introducao

As microalgas sdo cepas unicelulares que proporcionam um interesse
significativo em se destacar como favordveis na produgdo de biodiesel (GENDY;
EL-TEMTAMY, 2013; MAKAREVICIENE; SENDZIKIENE, 2020). Eles habitam
ambientes marinhos e geram biomassa devido ao seu metabolismo acelerado, com condig¢des
otimas como alto rendimento e eficiéncia energética através de determinadas técnicas em um
curto periodo, produzindo em paralelo energia renovavel para formar combustiveis liquidos
ou gasosos (VIRMOND et al., 2013). As principais vantagens do uso de microalgas sao altas
eficiéncia fotossintética, alta taxa de lipidios, rapido crescimento, alto rendimento e cultivo
em locais especificos ndo suscetiveis a outras plantas, bem como cultivo em agua salgada
para producao de biocombustiveis (DE BOER et al., 2012; KHAN; SHIN; KIM, 2018; LI et
al., 2020a; RODRIGUES et al., 2014). As microalgas tém se destacado atualmente por sua
gama de aplicacdes biotecnologicas em sistemas de tratamento de 4gua, descontaminagdo de
metais pesados, principalmente na produgdo de biodiesel (DICKINSON et al., 2017).
Conforme mostrado na Figura 1, sua importancia ¢ evidenciada pela comparacdo entre
microalgas e microalgas do biodiesel, pelo expressivo crescimento do nimero de artigos

cientificos publicados ao longo dos anos.

Figura 1: Comparacdo da evolucdo das microalgas versus as microalgas do biodiesel de acordo com nimeros
de artigos publicados pela Scopus de 1993 a 2020. A importancia é evidenciada pela comparag¢do de microalgas
versus microalgas do biodiesel pelo expressivo crescimento no nimero de artigos cientificos publicados ao
longo dos anos.
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Fonte: MOTA (2021).
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Conforme ilustrado na Figura 1, compreende-se que o uso das microalgas com
passar dos anos vem ganhando espaco para aplicacdes biotecnologicas, principalmente na
produgdo de biodiesel (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016). Devido a grande
diversidade de microalgas, elas sdo consideradas capazes de firmar CO: atmosférico para
produ¢do de biomassa, podendo ser utilizadas em diversas aplicacdes industriais como
alimenticias, farmacéuticas, biocombustiveis, entre outras (BRANCO-VIEIRA et al., 2020a;
COELHO et al., 2019; FRANCO et al., 2013). Como as microalgas produzem biomassa para
a produgdo de biocombustiveis, elas podem contribuir para uma matriz energética sustentavel
(MARTINS et al., 2016). E importante destacar que os tipos de microalgas ¢ a forma de
cultivo influenciam significativamente na produgdo de lipidios. Assim, diversos métodos sdao
utilizados para aumentar a produgdo desse lipidio em células de microalgas em diferentes
niveis de indu¢do, seja com moléculas ou pela existéncia, ou auséncia de fatores (por
exemplo, nitrogénio) e condi¢des especificas de crescimento (ALISHAH ARATBONI et al.,
2019; SUN et al., 2018a). Além disso, diversos métodos de cultivo para coleta e centrifugacao
de biomassa sao amplamente utilizados na eficiéncia da desidratacdo. Assim, os lipidios
podem ser extraidos por CO: supercritico ou solvente e transformados em biodiesel

(CAETANO et al., 2020; CHENG et al., 2011; MATA et al., 2014; MUTANDA et al., 2011).

Os aspectos ambientais, economicos e tecnologicos favoraveis a geragdo de
biodiesel a partir de biomassa de microalgas por meio do potencial fotossintético ¢ uma
alternativa viavel para reducao dos impactos ambientais (MILANO et al., 2016; MONDAL et
al., 2017). Assim, as perspectivas e desafios estdo relacionados ao processo de otimizacao
para aumento da producdo de biomassa, a expansdo de tecnologias de colheita, secagem e
extracdo de lipidios em eficiéncia energética, bem como ao uso de nutrientes e dioxido de
carbono, resultando em redugdo impactos ambientais ¢ mitigacdo da demanda de energia

(COELHO et al., 2019; MOHR; RAMAN, 2013; STOIMENOVSKI et al., 2012).

Diante desse contexto, esta revisdo descreve os principais aspectos associados a
producdo de biodiesel de microalgas com base nas propriedades, extragdo e meios de
producdo. Sao destacados os principais processos de imobilizagdo e de modo sustentavel o
uso de solventes para otimizar todo o meio reacional (TRAN et al., 2012). Assim, a produgao
de biodiesel de microalgas utilizando biocatalisadores de lipase em diversos sistemas
influencia diretamente todo o processo de otimizagdo do desempenho do motor a biodiesel de

microalgas, considerando aspectos econOmicos e¢ ambientais (MONDAL et al.,, 2017).
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Consequentemente, conhecer os desafios atuais e as perspectivas futuras, direcionando
objetivamente a producao de biomassa de microalgas para a geragao de biodiesel, tornando-o
um ambiente ecologicamente sustentavel (KHAN; SHIN; KIM, 2018; RAHEEM et al., 2018;
RAVINDRAN et al., 2016).

1.1. Propriedades das microalgas

Microalgas sdo caracterizadas como cepas unicelulares que usam luz solar, dgua e
dioxido de carbono para crescer, tendo muitas espécies variando de 200.000 a 800.000
(KOYANDE et al., 2019; MAHANA; GULIY; MEHTA, 2021). Elas tém sido foco de muitas
pesquisas para suas diversas aplicagdes e podem gerar produtos de alto valor como
pigmentos, proteinas, polissacarideos e acidos graxos (DE MEDEIROS et al., 2021; MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010). Algumas dessas aplicagdes podem ser constatadas na Figura
2.

Figura 2: Diferentes usos de microalgas. As microalgas tém sido fonte de diversas aplicagdes industriais para

producdo de biocombustiveis, tratamento de agua, racdo animal, alimentos, nutracéuticos ¢ fertilizantes /
nutrientes devido ao seu alto teor de lipidios e carboidratos.
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Fonte: MOTA (2021).
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A producdo em larga escala de biodiesel a partir da biomassa microalgas ¢
beneficio ambiental, como o controle da poluicdo, substituindo os combustiveis fosseis
(ANANTHI et al., 2021a; OKORO; SUN; BIRCH, 2019). Além disso, seu uso reduz ou até
elimina grande parte dos problemas associados a produ¢do agricola, pois apresentam taxas de
crescimento mais rapidas, menor necessidade de nutrientes e nido necessitam de terras
agricolas para sua producdo (CHAKRABORTY; DUNFORD; GOAD, 2021; GOUVEIA;
OLIVEIRA, 2009; HUSSAIN et al., 2021).

As microalgas sdo classificadas de acordo com sua estrutura celular basica, ciclo
de vida e pigmentacdo (HOSSAIN et al.,, 2020a). Eles aparecem na forma de algas
procaridticas azuis e verdes (cianobactérias) e microalgas eucaridticas Chlorophyta,
Phaecophyta e Chrysophyceae, verdes, marrons e douradas, respectivamente (BARATTI et al.,
2021; MADEIRA et al., 2017; MORAIS JUNIOR et al., 2020; NITSOS et al., 2020). As
células de microalgas sdo compostas por paredes celulares, membranas, citoplasma, nicleo e
organelas como mostrado na Figura 3 (ARNOLD et al., 2015). Possuem também plastidios
com clorofila, responsavel pela fabricacdo dos alimentos por meio da fotossintese e da
auséncia de um sistema vascular para transportar nutrientes, reduzindo sua necessidade de

absorcdo por esse sistema (CHAI et al., 2021).

Figura 3: Caracterizagdo da biomassa das microalgas para produgado de biodiesel.
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Fonte: MOTA (2021).

As microalgas t€ém um ciclo de vida mais curto do que todas as matérias-primas de

biomassa, variando de 1 a 4 dias, enquanto culturas alimentares como arroz ¢ milho requerem
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entre 90 e 180 dias (BARSANTI; GUALTIERI, 2018). Sua eficiéncia fotossintética em safras
suplementadas com CO: podeNITSOS et al., 2020). As células de microalgas sdo compostas
por paredes celulares, membranas, citoplasma, nticleo e organelas como mostrado na Figura 3
(ARNOLD et al., 2015). Possuem também plastidios com clorofila, responsavel pela
fabricacdo dos alimentos por meio da fotossintese e da auséncia de um sistema vascular para
transportar nutrientes, sendo de até¢ 8,3%. Em comparacgdo, a eficiéncia fotossintética das
espécies de plantas terrestres ¢ estimada em 4,6%, de modo que podem remover de 10 a 50
vezes mais CO: do que as plantas terrestres devido a maior concentragdo de clorofila por
unidade de area (GONG; HUANG, 2020). Algumas das vantagens oferecidas pelo uso de

microalgas podem ser constatadas na Figura 4.

Figura 4: Vantagens das microalgas. Algumas vantagens oferecidas pelo uso de microalgas proporcionam alta
produtividade de biomassa, produtos de alto valor energético e redu¢ao de CO: no meio ambiente.
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Fonte: MOTA (2021).

O alto teor de proteina e aminoacidos de alta qualidade das microalgas sdao alvos
dos principais interesses da industria de alimentos (BATISTA et al., 2019; MARTI-QUIJAL
et al., 2019). Dessa forma, sistemas de produ¢do de alimentos baseados em microalgas tém
grande potencial para atender ao aumento da demanda por alimentos saudaveis e nutritivos
decorrentes do crescimento da populagdo mundial (BUCHMANN et al., 2019; PULZ;
GROSS, 2004). Outra contribuicdo significativa das microalgas estd relacionada ao

fornecimento de 4gua potédvel, pois as microalgas conseguem tornar o meio hidrico livre de
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impurezas (POLITAYEVA et al., 2019; ZHU et al., 2019). Microalgas e bactérias podem se
desenvolver juntas para remover materiais organicos, nutrientes em excesso, Como compostos
de nitrogénio e fosforo, compostos de metais pesados, contaminantes perigosos € patogenos
de corpos d'dgua (BRAR et al., 2019; RAJA et al., 2008; WIBISONO et al., 2019). Nos
ultimos anos, o uso de microalgas para a biorremediagdo de nutrientes de varios fluxos de
aguas residuais foi relatado com sucesso (ABDEL-RAOUF; AL-HOMAIDAN; IBRAHEEM,
2012; HERNANDEZ-GARCIA et al, 2019). As microalgas apresentam-se como uma
matéria-prima versatil, pois entre suas inimeras vantagens, também apresentam um amplo
potencial bioenergético, pois sdo flexiveis e capazes de produzir multiplos biocombustiveis,
incluindo biodiesel, bioetanol, biogéds e biohidrogénio, utilizando apenas diferentes métodos

de conversao (ENAMALA et al., 2018; VIEIRA SALLA et al., 2016).
1.2. Cultura de microalgas

A producao de microalgas ¢ um assunto latente, atual e desafiador para a maioria
dos institutos de pesquisa (CHOJNACKA, 2003; COELHO et al., 2019; PANG et al., 2019a).
Deve-se observar que muitas industrias estdo interessadas no cultivo de microalgas em aguas
residuais, de processos de fabricacdo, para biorremediagdao e tratamento sustentavel desses
efluentes (MOLAZADEH et al., 2019; PANG et al., 2019a; SONG et al., 2019a, 2019b; VAZ;
COSTA; MORAIS, 2019). Além disso, o plantio e cultivo de microalgas nessas regides
industriais permite uma redugdo significativa do didxido de carbono (CO,) atmosférico por
meio do processo e da fotossintese, combatendo a intensificagao do efeito estufa e reduzindo
0 aquecimento global (CO]::LHO et al., 2019; MOLAZADEH et al., 2019; SONG et al.,
2019b; TAN et al., 2020; VAZ; COSTA; MORAIS, 2019). A seguinte Figura 5 expressa a

forma padrao de cultivo de microalgas:
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Figura 5: Esquema de tratamento de agua / efluentes industriais através do plantio e cultivo de microalgas.
Microalgas fornecem eficiéncia fotossintética em escala industrial na remog&o de residuos e absor¢do de CO..
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Fonte: MOTA (2021).

O cultivo de microalgas pode ser realizado em trés formas classicas, dependendo
do tipo metabolico da microalga: autotrofica, heterotréfica e mixotrofica (utiliza-se de
substancias inorganicas para produzir o seu proprio alimento por fotossintese)
(ABOMOHRA; ALMUTAIRI, 2020; BILAD; ARAFAT; VANKELECOM, 2014;
SUPARMANIAM et al., 2019). As técnicas / metabolismo sdo diferenciadas pela fonte de
carbono e energia utilizada (OKORO et al., 2019; SMETANA et al., 2017; ZHAN; RONG;
WANG, 2017). Por fim, o metabolismo do cultivo fotoheterotréfico ¢ utilizado pela energia
da luz apenas como fonte de energia, sendo que a fonte e o carbono vém apenas de compostos
organicos (CHOJNACKA, 2003). A Tabela 1 mostra as caracteristicas fundamentais do

metabolismo de producdo de cada microalga.

Tabela 1: Os principais tipos de cultivo de microalgas conforme as caracteristicas metabolicas para a produgio
de lipidios. O processo de produgdo de biomassa por meio do cultivo de microalgas apresenta diversas
aplicacdes industriais, principalmente na producao de biodiesel.

Variabilidade
Fonte Fonte de Rendimento
Tipo de cultivo do Aplicacgio
de carbono energia da biomassa
metabolismo
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No entanto, os tipos de metabolismo apresentam vantagens, desvantagens e
desafios (D’ESTE; ALVARADO-MORALES; ANGELIDAKI, 2017; SMETANA et al.,
2017; VERMA; SRIVASTAVA, 2018; ZHAN; RONG; WANG, 2017). Nessa perspectiva,
pressupde-se que a escolha do melhor método (metabolismo) deve se basear principalmente
no objetivo ou aplicacdo final desta biomassa (microalgas) esgotando a eficiéncia maxima da
técnica e do produto (BILAD; ARAFAT; VANKELECOM, 2014; BWAPWA; ANANDRAI;
TROIS, 2017; JEZ et al., 2017). Nesse sentido, o metabolismo fotoautotrofico é o mais
aplicado no cultivo de microalgas especificas (GANESAN et al.,, 2020; LEITE;
HOFFMANN; DANIEL, 2019; LI et al., 2020b; NGUYEN; RITTMANN, 2015; SAKA;
KAYA; BEKIROGULLARI, 2020; VERMA; SRIVASTAVA, 2018). Essa caracteristica se
deve aos beneficios oferecidos por esse tipo de cultivo, sendo a adsor¢ao de CO: de processos
industriais o aspecto positivo e sustentdvel central desse método, atenuando
significativamente a emissdao de gases que intensificam o efeito estufa, possibilitando um
beneficio ao meio ambiente e reducdo dos custos de producdo da biomassa de microalgas
(BRILMAN; GARCIA ALBA; VENEMAN, 2013; VARGAS-ESTRADA et al., 2020; YEN

et al., 2015b). A Tabela 1 esclarece os principais aspectos do cultivo de microalgas e o
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ambiente mais favordvel para sua producdo / crescimento. Além disso, os processos de
producao de biomassa se destacam por meio da otimiza¢do de experimentos, responsaveis
pelos mais valiosos e decisivos avangos na produg¢dao de microalgas (KIM et al., 2020;

TROFIMCHUK et al., 2020; WAGNER et al., 2021; YU et al., 2021).
1.3. Extracio de 0leo de microalgas

As microalgas estdo se tornando uma matéria-prima promissora para a producao
de biodiesel devido as suas taxas de crescimento e alto teor de lipidios (PERALTA-RUIZ;
GONZALEZ-DELGADO; KAFAROV, 2013; SHAHI et al., 2020). O sistema de producdo de
biodiesel a partir de microalgas ¢ bem-sucedido em varias etapas (como mostrado na Figura
6), como cultivo, colheita de células, secagem de biomassa, pré-tratamento para quebra de
estrutura celular, processo de extracao de lipidios por diferentes métodos, purificagcdo de oleo
e reacdo de transesterificagdo dos Oleos extraidos para conversdo a ésteres metilicos
(RANJITH KUMAR; HANUMANTHA RAO; ARUMUGAM, 2015). Além disso, o
processo de extragdo das células de microalgas ¢ realizado por solventes organicos. No
entanto, sdo altamente toxicos e volateis, prejudiciais ao meio ambiente (KARIM et al.,

2020).

Figura 6: Etapas da producdo de biodiesel a partir de microalgas. O sistema de producdo de biodiesel a partir de
microalgas proporciona melhor extragdo do dleo e produz eficiéncia energética.
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Como possiveis alternativas para extragdo do 6leo de microalgas, o COq, tém
mostrado resultados promissores no processo. No entanto, seus custos sao elevados quando
associados a altas pressoes para obtengao de solventes supercriticos, tornando o processo caro
de usar (BOROWITZKA, 1992; PATEL et al., 2020a). Nesse caso, a extracdo de 6leo de
microalgas através de liquidos idnicos tém despertado grande interesse (PIEMONTE et al.,
2016). E importante destacar que o processo de extragdo estd se tornando inovador.
Anteriormente, os procedimentos de extracdo eram qualquer método executado. Com a
inovacdo tecnoldgica, favoreceu os diversos métodos de extragdo para a produgdo de lipidios
a partir de microalgas. Portanto, as técnicas mais favoraveis oferecem a quebra das paredes
rigidas das microalgas para que as estruturas celulares sejam expostas e colocadas para secar,
permitindo que o solvente alcance os 6leos das microalgas para a producdo de biodiesel

(YOUNG et al., 2010).

Portanto, a obtengdo de lipidios passa por duas rotas de processamento de
biomassa celular seca e imida para extracao de oleo (LEE et al., 2010). A extragdo por via
umida € mais econOmica, apesar de utilizar solventes organicos, tornando-a mais vidvel em
escala industrial e eliminando o processo de secagem antes da extragdo de lipidios
(GHASEMI NAGHDI et al., 2016). Microalgas podem crescer em varias fontes de carbono
organico ou inorganico e usar diferentes métodos de extracao de lipidios, como mostrado na
Figura 7 (PATEL et al., 2020a; YELLAPU et al., 2018). Além disso, os procedimentos de
extracdo do Oleo de microalgas podem ser produzidos por técnicas mecanicas,
fisico-quimicas, bioldgicas ou eletromagnéticas, que apresentam suas caracteristicas de

vantagens e desvantagens na obtencdo de biodiesel (RASTOGI et al., 2018).
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Figura 7: Diferentes processos de extracdo de o6leo / lipidio de microalgas. Possiveis alternativas de extragdo de

6leo de microalgas tém mostrado resultados promissores em processos industriais.
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Fonte: MOTA (2021).

Os diferentes processos descritos para extracao de lipidios de microalgas, como
liquido i16nico, solventes organicos, fluidos supercriticos, prensa de expulsdo, sdo usados para
fragmentar as células de microrganismos de 6leo, mas a biomassa deve estar livre de umidade
para a produgdo de biodiesel em escala industrial (CHENG et al., 2011; PATEL et al., 2020b).
Ao analisar os métodos de extracao, destacando as técnicas consideradas mais antigas e mais
aplicadas para extracdo de lipidios, utilizando solventes organicos como cloroférmio, metanol
e hexano na propor¢do de 2:1 em volume (BLIGH; DYER, 1959; FOLCH; LEES; STANLEY,
1957; KUMARI; REDDY; JHA, 2011). Portanto, a técnica de Folch pode extrair lipidios de
um namero maximo de amostras em um curto periodo, mas com a desvantagem da baixa

sensibilidade em termos de tecnologia (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957).
1.4. Producio de biodiesel por microalgas

A produgdo e o consumo de energia fornecida a partir de combustiveis fosseis ¢

um dos principais responsaveis pelo aumento da poluigdo ambiental. O processo de queima de
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combustiveis fosseis promove a emissdo de gases de efeito estufa para o meio ambiente,
como o CO:. O desenvolvimento de tecnologias para produgdo de biocombustiveis a partir da
biomassa estd sendo amplamente estudado e utilizado na industria e surge como uma
alternativa promissora aos combustiveis fosseis (LI; SAKURAGI; MAKINO, 2019). A
produgdo e o consumo de energia fornecida a partir de combustiveis fosseis sdo alguns dos
principais fatores responsaveis pelo aumento da polui¢do ambiental. O processo de queima de
combustiveis fosseis promove a emissdao de gases de efeito estufa para o meio ambiente,
como o CO:. O desenvolvimento de tecnologias para produ¢do de biocombustiveis a partir da
biomassa estd sendo amplamente estudado e utilizado na industria e surge como uma
alternativa promissora aos combustiveis fosseis (HUSSEIN, 2015; LI; SAKURAGI;
MAKINO, 2019).

Biodiesel pode ser definido como um biocombustivel formado por ésteres
monoalquil (metilico ou etilico) de 4cidos graxos de cadeia longa (AKUBUDE; NWAIGWE;
DINTWA, 2019), produzidos a partir de bio-lipideos de 6leos vegetais, gordura animal ou
microalgas 0leo, na presenga de alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) e um catalisador
que pode ser de natureza quimica (acidos e bases) ou bioquimica (enzimas), via processo de
transesterificacao, esterificacdo ou hidroesterificagio (AKUBUDE; NWAIGWE; DINTWA,
2019; INDHUMATHI; SYED SHABUDEEN; SHOBA, 2014; KARMAKAR; DHAWANE;
HALDER, 2018; MA et al., 2018; MOREIRA et al., 2020). E um biocombustivel
relativamente atoxico, de queima limpa, sem enxoftre, ecologico e biodegradavel (MOREIRA
et al., 2020; SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2018). Um dos maiores
gargalos da comercializagdo do biodiesel ¢ a relacdo custo-beneficio quanto a origem da
matéria-prima utilizada (SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2016). As
microalgas t€ém sido recomendadas como matéria-prima para a produgdo de biodiesel por
serem mais viaveis e uma fonte rica em lipidios (AKUBUDE; NWAIGWE; DINTWA, 2019;
SANI; DAUD; ABDUL AZIZ, 2013). Este contetido lipidico pode ser otimizado melhorando
as técnicas de cepas e as condicdes de cultivo de varias maneiras para reduzir os custos de

producao (ALASWAD et al., 2015).
1.4.1. Catalisador

Uma das etapas essenciais para atingir altos niveis de rendimento de biodiesel ¢ a
escolha do catalisador (CHOZHAVENDHAN et al., 2020; GOH et al., 2019). Catalisadores

homogéneos convencionais (basicos e acidos) sdo os mais usados para a produgdo de
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biodiesel e dependem do teor de acidos graxos da matéria-prima (CHOZHAVENDHAN et al.,
2020; NISAR et al., 2017; TIAN et al., 2017). Uma reagdo catalisada por um acido ocorre
quando o grupo carbonila pertencente aos triglicerideos ¢ protonado. O alcool presente na
reagdo ataca o carbono protonado para formar um intermediario tetraédrico (como mostrado
na Figura 8), no caso da reacao catalisada por uma base, o alcdéxido nucleofilico criado pelo
alcool ataca o grupo da parte eletrofilica do grupo carbonila presente nos triglicerideos (como
mostrado na Figura 9) (ENDALEW; KIROS; ZANZI, 2011; SIVARAMAKRISHNAN;
INCHAROENSAKDI, 2018). No entanto, esses catalisadores homogéneos convencionais sao
dificeis de separar do meio de reacdo, resultando em custos adicionais devido a etapa de
purificagdo do produto e gerando mais residuos extras (BABAKI et al, 2017;
CHOZHAVENDHAN et al., 2020; MOREIRA et al., 2020). Dito isso, usar enzimas como
catalisadores ¢ uma excelente escolha, pois podem ser rapidamente recuperadas do meio do
produto, reduzindo o custo de producao do biodiesel (HAMA; KONDO, 2013; SANKARAN;
SHOW; CHANG, 2016).
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Figura 8: Mecanismo da reac@o de transesterificagao catalisada por acido. O Mecanismo foi proposto por (G. et
al., 2013). Uma reacéo catalisada por acido ocorre quando o grupo carbonila pertencente aos triglicerideos ¢é
protonado. O alcool presente na reagdo ataca o carbono protonado para formar um intermediario tetraédrico.

o Q T
—_ >;0R2 - /C\-r

R, OR; R R,” “OR,
LN h
C* + g === (’)Rg—’—(}ll
R” “OR, g 5
R ~H
H
-H? O
R] DRg O
5 o (},R + Ry TH
R./ “‘xH |

R= Grupo alquil do alcool

R.1= Cadeia de carbono do acido graxo

B2 =
O,
>
O O
-
O
O
)
O

Fonte: G., M. et al., (2013).



37

Figura 9: Mecanismo da reagao de transesterificagdo catalisada por base. O Mecanismo foi proposto por
(LOZANO, 2010). Na reagdo catalisada por uma base, o alcoxido nucleofilico criado pelo alcool ataca a parte
eletrofilica do grupo carbonila presente nos triglicerideos.
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Fonte: LOZANO, (2010).
1.4.1.1. Produgdo de biodiesel a partir de dleo de microalgas usando catalisadores dacidos

O uso de catalisadores acidos ¢ geralmente sugerido para reagdes de
transesterificacdo e esterificacdo em que os 6leos contém uma quantidade significativa de
acidos graxos livres (FREEDMAN; PRYDE; MOUNTS, 1984). Catalisadores acidos sdo

usados preferencialmente em reagdes de esterificagdo em vez de transesterificacdo, visto que
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o rendimento da transesterificagdo alcalina ¢ maior em relagdo a transesterificagdo acida
(AMINI et al., 2017, SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2018). O acido
sulfarico H,SO, ¢ comummente o catalisador mais amplamente utilizado

(SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2018).

A produgdo de biodiesel usando um catalisador acido ¢ principalmente ignorada
devido a sua lenta taxa de reacdo (TANGY et al., 2017). Se durante a reagdo catalisada por
acido, a taxa de reacdo foi aumentada como ocorre na reagdo catalisada por uma base, esta
seria uma condi¢do benéfica para reacdes usando acidos graxos livres contendo, por exemplo,
lipidios de microalgas (SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2018). Porém, os
catalisadores acidos apresentam algumas desvantagens, como baixa seletividade, problemas
de corrosdo, producao de acidos residuais, que podem causar enormes danos ao meio
ambiente (AGUIEIRAS et al., 2014; AMINI et al., 2017; MOREIRA et al., 2020). A Tabela

2 mostra a produgdo de biodiesel a partir de microalgas e catalisadores acidos.

Tabela 2: Produgao de biodiesel com catalisador acido. A produgdo de biodiesel com catalisadores acidos como
H,SO, e HCL tem algumas desvantagens que podem causar enormes danos ao meio ambiente e baixa conversao
de energia.

Razao molar

(alcool: dleo) /

Substrato Catalisador  Alcool Conversao Referéncia
Condigoes
Experimentais
Microalgas 80 °C, 2h (CARVALHO
Nannochloropsis HCl Metanol e co-solvente 23.1% JUNIOR et al.,
oculata Cloroférmio 2011)
Lipidos de
microalgas 10.6% e (D’OCA et al.,
H2SO4 Metanol  3:1/60 °C e 4h
Chlorella 8.4% 2011)
pyrenoidosa
Oleo de microalga
(MIAO; WU,
Chlorella H:SO: Metanol  56:1/30 °C e 4h 63.0% 2006)
protothecoides
A Chlorella sp. 79:1/60 °C, 8h e (EHIMEN; SUN;
oleo de biomassa H:SO. Metanol  co-solvente éter 79.9% CARRINGTON,

de microalgas dietilico 2012)
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A Chlorella sp. 79:1/60 °C, 2h e (EHIMEN; SUN;
oleo de biomassa H,SO, Metanol  Co-solvente éter 99.9 % CARRINGTON,
de microalgas dietilico 2012)
Lipidos de 600-1/60 °C. 20 (VELASQUEZ-O
microalgas de H,SO, Metanol ' ’ 77.6 RTA; LEE;
h e 380 rpm
Chlorella vulgaris HARVEY, 2012)
Lipidos de
microalgas de 3:1/95°Ce 120
H,SO, Metanol 91.1% (IM et al., 2014)
Nannochloropsis min
oceanica
5,5: 1/65 °C, 90 (SUGANYA;
Biomassa de algas
min € KASIRAJAN;
Enteromorpha H,SO, Metanol 98.9%
co-solvente RENGANATHAN,
compressa
Tetrahidrofurano 2014)
A Chlorella sp.
6leo de biomassa
95°Ce2h (KIM; IM; LEE,
de microalgas HCI Metanol 90.0% 2015)
Nannochloropsis
Gaditana
Lipidos de
microalgas de 1. 6:1/90 °C e 20
H,SO, Metanol ) 90.1% (LIU et al., 2015)
zhangjiangensis e min
Chaetoceros sp.
Lipidos de
12:1/60 °C, 400 (RAHMAN et al.,
microalgas de H,SO, Metanol ) 43.0%
rpm e 90 min 2017)
Spirulina maxima
Oleo extraido da
microalga 2.5:1/70°Ce 15 (SINGH; PAL;
H,SO, Metanol 98.0%
Neochloris min MAIJIL, 2017)
oleoabundans

Fonte: MOTA (2021).

1.4.1.2. Produgdo de biodiesel a partir de oleo de microalgas usando catalisadores basicos
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Na maioria dos estudos sobre produ¢do de biodiesel, o catalisador enzimatico foi
utilizado no lugar do catalisador acido (ATHAR; ZAIDI, 2020; SIVARAMAKRISHNAN;
INCHAROENSAKDI, 2018). Isso pode estar relacionado ao fato de que a reagao catalisada
por base ocorre mais rapidamente do que a catalisada pelo acido (LEUNG; WU; LEUNG,
2010). Os catalisadores sdo responsaveis por fornecer maiores valores de conversdo de
biodiesel com um tempo de reagdo reduzido (LEUNG; WU; LEUNG, 2010; SHARMA;
SINGH; KORSTAD, 2010). Sdo economicamente vidveis como catalisadores, como o
hidroxido de sédio (NaOH) e o hidréxido de potassio (KOH), de custo relativamente baixo
(ATHAR; ZAIDI, 2020; SHARMA; SINGH; KORSTAD, 2010; SILITONGA et al., 2013).

No estudo desenvolvido pelos autores Chee Loong e Idris (2014), eles analisaram
varias metodologias para producdo de biodiesel usando duas espécies diferentes de
microalgas, Nannochloropsis sp e Tetraselmis sp na presenga de metanol e NaOH como
catalisador (CHEE LOONG; IDRIS, 2014). O critério de sele¢do para escolher entre o
catalisador basico e o acido ¢ baseado principalmente no teor de acidos graxos livres (AGL)
presentes nos o0leos (ATHAR; ZAIDI, 2020). A alta concentragao de AGLs em 6leos limita o
uso de um catalisador basico na producao de ésteres (QIAN; YUN; SHI, 2010; SHARMA,;
SINGH; KORSTAD, 2010; SILITONGA et al., 2013). Os catalisadores basicos sao
geralmente aplicados a 6leos com AGLs inferiores a 0,5% em peso (HELWANI et al., 2009).
Embora tenham muitos beneficios, esses catalisadores tém desvantagens. Catalise alcalina nao
homogénea, os 4cidos graxos livres nas matérias-primas causam a formacdo de sabdes,
reduzindo os rendimentos de ésteres etilicos ou metilicos de &cidos graxos, produzem
glicerina e o catalisador n3o pode ser recuperado (BABAKI et al, 2017
CHOZHAVENDHAN et al., 2020, RAMACHANDRAN et al.,, 2013). Como resultado,
catalisadores homogéneos como NaOH e KOH s3ao mais adequados para matérias-primas com
baixo teor de acidos graxos livres (ATHAR; ZAIDI, 2020). A Tabela 3 mostra a producdo de

biodiesel a partir de microalgas e catalisador basico.

Tabela 3: Produg¢ao de biodiesel usando o catalisador basico. A produgao de biodiesel usando catalisadores
basicos como NaOH e KOH sdo mais adequados para matérias-primas com baixo teor de acidos graxos livres e

fornecem melhor conversio de energia.

, Razao molar
Substrato Catalisador Alcool Conversao Referéncias
(alcool: dleo) /
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Condigoes
Experimentais
Lipidos de 600:1/ 60 °C,
Metano (VELASQUEZ-ORTA;
microalgas de NaOH 45 min e 380 77.6
_— 1 LEE; HARVEY, 2012)
Chlorella rpm
vulgaris
Lipidos de
12:1/ 50 °C (15
microalgas de NaOH Metano 0 83,39/ (CHEE LOONG; IDRIS,
al © . D70
Nannochloropsi 1 2014)
16 he 800 W
S Sp.
Lipidos de
6:1/ 50 °C (15
microalgas de NaOH Metano 0 26,79 (CHEE LOONG; IDRIS,
a °C)e 1%
Nannochloropsi 1 200 W 2014)
S Sp.
Lipidos de 12:1/ 50 °C (15
Metano (CHEE LOONG:; IDRIS,
microalgas de NaOH | °C), 77.1% 2014)
Tetraselmis sp. 16 he 800 W
Lipidos de 6:1/ 50 °C (15
Metano
microalgas de NaOH | °0), e 70.0% (RAHMAN et al., 2017)
Tetraselmis sp. 400 W
25 gde
Biomassa de Metano ,
il KOH | biomassa, 63.6% (MARTINEZ et al., 2017)
irulina sp.
P P 55°Ce2h
25 gde
Biomassa de Metano ,
il KOH | biomassa, 97.6% (MARTINEZ et al., 2017)
irulina sp.
P P 55°C, 80 W
25 gde
Biomassa de Metano ) ,
Siruli KOH | biomassa, 96.9% (MARTINEZ et al., 2017)
irulina sp.
’ P 55°C, 180 W
9:1/ 65 °C, 600
Lipidos de Metano
KOH rpm e 86.1% (RAHMAN et al., 2017)

microalgas de

20 min
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Spirulina
maxima
20:1/55°C,
Lipidos de (SIVARAMAKRISHNAN
. Metano 240 min e
microalgas de NaOH 95.0% ; INCHAROENSAKDI,
1 Co-solvent
Scenedesmus sp 2017a)
Hexano
20:1/ 55 °C,
Lipidos de (SIVARAMAKRISHNAN
Metano 240 min, e
microalgas de NaOH 89.0% ; INCHAROENSAKDI,
1 Co-solvent
Chlorella sp. 2017a)
Hexane
Lipidos de (SIVARAMAKRISHNAN
. Metano
microalgas de NaOH | 6:1 ¢ 60 °C, 96.0% ; INCHAROENSAKDI,
Scenedesmus sp 2017a)
Lipidos de (SIVARAMAKRISHNAN
. Metano
microalgas de NaOH | 6:1 ¢ 60 °C 92.0% ; INCHAROENSAKDI,
Chlorella sp. 2017a)

Fonte: MOTA (2021).

1.4.1.3. Producdo de biodiesel a partir de oleo de microalgas usando catalisadores

enzimaticos

A busca por solugdes mais sustentaveis nos processos industriais torna as enzimas
cada vez mais atraentes e exigidas (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018). Entre as enzimas, a
classe da lipases ¢ a mais proeminente devido a sua versatilidade na realizacao de reacdes de
biotransformacao, como esterificacao, transesterificagdo, hidrolise acidolitica (AGUIEIRAS
et al., 2019; CHOI et al., 2018; CHOJNACKA; GLADKOWSKI, 2018). Com isso, sua
aplicag¢do foi ampliada na industria de biocombustiveis gerados a partir de biomassa, como o
biodiesel (OKORO; SUN; BIRCH, 2019; SEKOALI et al., 2019) (como mostrado na Figura
10). Devido ao seu potencial, inimeros estudos sobre a producdo de biodiesel por catalise
enzimadtica estdo sendo desenvolvidos durante cada passo da reagdo (ATHAR; ZAIDI, 2020;
HAMA; NODA; KONDO, 2018). Durante o processo da reacdo o passo (1), o aminoacido
histamina atrai o atomo de hidrogénio do grupo hidroxila da serina, produzindo um anion
oxigénio. Em seguida, ataca um atomo de carbonila do (TAG), resultando no tetraedro I

intermediario. Passo (2) o proton da histamina ¢ transferido para o DAG de separagdo,
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formando um intermediario da acil-enzima. Passo (3) o éster de serina interage com a

molécula de alcool. Primeiro, o &tomo de nitrogénio na histamina atrai o 4tomo de hidrogénio

no alcool, gerando um anion alquiléxido (R-O—). Este anion de oxidacao de alquil ataca o

atomo de carbono carbonila do éster de serina, produzindo o tetraedro II intermediario. Passo

(4) finalmente, a molécula FAAE e a enzima livre sdo liberadas (AL-ZUHAIR, 2007,

JEGANNATHAN et al, 2008), fragdo alquil de cadeia curta R' do alcool, fracdes acil de

cadeia longa R1- R3, Ser serina, acido aspartico Asp, dtomo de oxigénio de Boi. O

mecanismo foi proposto por (ROTTIG et al., 2010).

Figura 10: Mecanismo da reagdo de transesterificacdo catalisada por enzimas. A reagdo de catalise enzimatica
especificada na figura ocorre em etapas: (1) O aminoacido histamina atrai o atomo de hidrogénio do grupo
hidroxila na serina, produzindo um anion oxigénio resultando no tetracdro intermediario I. (2) O préton
histamina ¢ transferido para o DAG de separagdo, formando um intermediario de acil-enzima. (3) O éster de
serina interage com a molécula de alcool, gerando um anion alquiloxi (R-O-) que ataca o 4&tomo de carbono
carbonila do éster de serina, produzindo o tetraedro intermediario II. (4) Por fim, a molécula FAAE e a enzima
livre sdo liberadas (RAHMAN et al., 2017; SINGH; PAL; MAIJI, 2017).
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Visando eliminar os obstdculos que ocorrem na catdlise quimica da microalga
homogénea, a lipase recombinante foi utilizada por (HUANG; CAI; LAPITSKY, 2015). A

enzima livre chamada Lipase GH2 foi produzida com sucesso usando a lipase Rhizomucor

miehei expressa em Pichia Pastoris. Com isso, ¢ usado para converter cataliticamente os
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lipideos de Chlorella Vulgaris na presencga de etanol ou metanol para a producgdo de biodiesel
usando um sistema com solvente n-hexano. Um rendimento maximo de (90,0%) foi alcancado
para os ¢ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) na faixa de 1: 3 - razdo molar de 1: 5
(6leo: metanol), a uma temperatura de 30 °C apds 24 h de reacdo com uma rotagcdo de 150
rpm. Para os ésteres etilicos de acidos graxos (FAEE) foi alcancada uma conversao maxima
de (95,0%), com uma razao molar de 1: 5 (6leo: metanol) e nas mesmas condigdes de reagao
apresentadas acima. A enzima reutilizada para ambos os processos, no caso da FAME a
enzima foi reutilizada em 5 batidas sem perder sua atividade catalitica, no caso da FAEE na
primeira reutilizacdo, a atividade foi reduzida para 42%. O 4lcool etilico atuou como um
inibidor da enzima. A lipase GH2 ¢ eficiente na produ¢do de FAME ou FAEE a partir do dleo
de microalgas, desempenhando um papel essencial na redugdo dos custos do biodiesel

(HUANG et al., 2015).

As enzimas apresentam uma série de vantagens como catalisadores, tém alto grau
de eficiéncia e especificidade catalitica, atuam em condigdes de reagdo mais suaves de
temperatura, pH e pressdo, tém preferéncia por sistemas aquosos, sao biodegradaveis,
biocompativeis e levam a reagdo a formacao de um produto especifico como a triacetina (éster
de glicerina e acido acético, considerado produto biodegradavel) sem a formac¢ao de produtos
toxicos (BILAL et al., 2019; BORRELLI; TRONO, 2015; KRAJEWSKA, 2004; SHELDON;
VAN PELT, 2013). A versatilidade das lipases em catalisar simultaneamente acidos graxos e
triglicerideos e reduzir o consumo de energia em reagcdes com baixa pressao e temperatura sao
os principais atrativos para a sintese enzimatica do biodiesel (HAMA; KONDO, 2013;
SANKARAN; SHOW; CHANG, 2016). As enzimas sdo catalisadores eficientes, pois podem
fornecer processos mais competitivos do que catalisadores de natureza quimica devido as suas
excelentes propriedades (CHOI; HAN; KIM, 2015; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2009). A

Tabela 4 mostra a produ¢@o de biodiesel usando microalgas e catalisadores enzimaticos.

Tabela 4: Produgao de biodiesel com catalisador enzimatico. O uso de microalgas e catalisadores enzimaticos
em reagoes de transesterificagdo fornece altos niveis de conversdo de lipidios para a producdo de biodiesel.

Razao molar
, (alcool: dleo) /
Substrato Catalisador Alcool Conversao Referéncias
Condicoes

Experimentais
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Lipidos de
Candida
microalgas de 3:1/38°C, 12 h (XIONG et
99-125 sp. Metanol 98.2%
Chlorella e 180 rpm al., 2008)
lipase
protothecoides
Lipidos de Penicillium
microalgas de expansum 3:1/50°C e 48 (LAI et al.,
Metanol 90.7%
Chlorella lipase (PEL) h 2012)
pyrenoidosa
67,93: 1/ teor
de agua,
. 71,39% em
Lipidos de )
. Lipase de peso, teor de
microalgas de (TRAN et
Burkholderia  Metanol hexano de 97.3%
Chlorella vulgaris al., 2012)
sp. C20 solvente,
ESP-31
80,57% em
peso, 40 °C, 48
h e 600 rpm
Lipidos de _
. Lipase de
microalgas de 12.35:1/ 40 °C, (TRAN et
Burkholderia ~ Metanol 72.1%
Chlorella vulgaris 48 h, e 600 rpm al., 2012)
sp. C20
ESP-31
Lipidos de
microalgas de Pseudomonas 3:1/35°C, 12 (GULDHE
Metanol 90.8%
Scenedesmus fluorescens h, € 200 rpm et al., 2015)
obliquus
Lipidos de )
. Lipase de (BAUTIST
microalgas de 8:1/40°Ce 24
Thermomyces  Etanol 68.4% Aetal.,
Nannochloropsis h
lanuginosus 2015)
gaditana
Lipidos de )
. Lipase de (BAUTIST
microalgas de 8:1/40°Ce 24
Candida Etanol 78.2% Aetal,
Nannochloropsis h
antarctica B 2015)

gaditana
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Lipidos de
Lipase de (BAUTIST
microalgas de 8:1/40°Ce 24
Mucor Etanol 63.3% Actal.,
Nannochloropsis h
miehei 2015)
gaditana
Lipidos de 3:1-5:1/30
' ' (HUANG et
microalgas de Lipase GH2  Metanol °C,24 he 150 90.0%
al., 2015)
Chlorella vulgaris rpm
Lipidos de
5:1/30°C, 24 (HUANG et
microalgas de Lipase GH2 Etanol 95.0%
h, e 150 rpm al., 2015)
Chlorella vulgaris
Lipidos de 11:1/35°C, 72
. (NAVARRO
microalgas de Rhizopus h, 130 rpm e ,
Metanol 83.0% LOPEZ et
Nannochloropsis oryzae Co-solvent
al., 2016)
gaditana t-butanol
Spirulina (RAOUFT;
Lipidos de Pseudomonas 3:1/40 °C, 24 MOUSAVI
Metanol 64.1%
microalgas de aeruginosa h, e 150 rpm GARGARI,
Platensis 2018)
Spirulina p (RAOUFI;
Lipidos de Pseudomonas 3:1/40 °C, 48 MOUSAVI
Metanol 87.6%
microalgas de aeruginosa h, e 150 rpm GARGARI,
Latensis 2018)

Fonte: MOTA (2021).

As microalgas tém se mostrado uma promissora matéria-prima para a sintese do

biodiesel devido ao seu alto potencial na produgdo de o6leo e apresentando maior eficiéncia

que os Oleos convencionais (ATHAR; ZAIDI, 2020). Microrganismos fotossintéticos podem

desenvolver biomassa de microalgas com luz solar, 4gua ¢ CO: de maneira mais eficiente do

que as plantas. As microalgas t€m alto teor de lipidios, ndo precisam de terras agricolas para

serem cultivadas e tém um ciclo de crescimento relativamente rapido (AHMAD et al., 2011;

ATABANI et al., 2012; FAN; BURTON, 2009; HOSSAIN et al., 2008; LIM; TEONG, 2010;

ZHU et al., 2017). Porém, apresentam alguns entraves para serem comercializados, seus altos

custos para desenvolver linhas de algas que tenham alto rendimento de 6leo, fotobiorreatores
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eficientes e em larga escala, e a necessidade de grandes tanques de dgua doce, sdo exemplos
de problemas a serem resolvidos (AHMAD et al., 2011; ATABANI et al., 2012; FAN;
BURTON, 2009; HOSSAIN et al., 2008; LIM; TEONG, 2010; ZHU et al., 2017). Diversos
tipos de pesquisas indicam que microalgas podem se desenvolver no gas de combustio e
utilizar o gas de efeito estufa como matéria-prima para consumo (FAN; BURTON, 2009;

ZHU et al., 2017).
2. Lipases

As lipases (triacilglicerol hidrolases E.C.3.1.1.3) sdo proteinas lipoliticas
biocatalisadoras. Podem ser de origem animal, vegetal e microbiana (FILHO; SILVA;
GUIDINI, 2019). Catalisam a hidrolise do triacilglicerol (TAG), liberando acidos graxos
livres e glicerol em uma ‘interface’ entre o substrato insoltvel e a fase aquosa (GEOFFRY;
ACHUR, 2018; JAVED et al., 2018). Eles também podem sintetizar ou modificar ligagdes
éster entre varios alcoois ¢ acidos carboxilicos (FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019; GEOFFRY;
ACHUR, 2018; JAVED et al., 2018; TIWARI et al., 2016; ZHONG et al., 2020).
Consequentemente, de ativacdo interfacial, as lipases se manifestam em duas conformagdes
diferentes, formas abertas (ativas) e fechadas (inativas) (BINHAYEEDING et al., 2020;
KHAN et al.,, 2017). Ambientes ndo homogéneos, o centro ativo de uma abundante de
moléculas de lipase sdo recobertos por uma cadeia polipeptidica, composta por aminoacidos
polares na parte externa e aminoacidos apolares na parte interna, em contato com o sitio ativo
denominado tampa. As lipases capeadas que cobrem o sitio ativo estdo na conformagao
fechada, isolada do meio de reacdo (SKJOLD-JORGENSEN et al., 2014). O acesso do
solvente e o substrato ao sitio ativo sdo bloqueados e a lipase ¢ inativada. A forma aberta ¢é
considerada mais estavel do que a forma fechada. Geralmente, a forma aberta das lipases
ocorre com o movimento da tampa na presenca de superficies hidrofébicas apropriadas ou na
‘interface’ do solvente, aumentando a atividade enzimatica. No entanto, esse movimento nao
significa alterar as propriedades finais das lipases, como especificidade e seletividade (CHEN;
BLACK; REILLY, 2016; PASCOAL et al., 2018; VIRGEN-ORTIZ et al., 2019). Em geral,
com base na especificidade, as lipases sao divididas em trés classes, lipases nao especificas,
lipases 1,3 especificas e lipases especificas de acidos graxos. As lipases ndo especificas
catalisam a hidrdlise completa de triacilglicerdis, produzem acidos graxos livres e glicerol
(formados por monoacilglicerdis, diacilglicerois) (FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019;

ZECHNER et al., 2012), semelhante a interesterificagdo quimica, e pode remover gordura
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acidos de qualquer posicao do substrato (PASCOAL et al., 2018). As lipases 1,3-especificas
tém especificidade para ésteres localizados nas posi¢des 1 e 3 dos triacilglicer6is e ndo podem
hidrolisar ligacdes ésteres em posi¢oes secunddrias, atuando principalmente na producao de
um tipo especifico de produto, diferente daqueles formados por lipases ndo especificas. As
lipases de acidos graxos especificas, no que lhe concerne, t€ém acdo especifica na seletividade
dos acidos graxos e catalisam a hidrélise de ésteres constituidos por acidos graxos de cadeia
longa com ligacdes duplas na posi¢cdo cis entre C-9 e C-1 (C. WANCURA et al., 2020;
JAVED et al., 2018; KAPOOR; GUPTA, 2012; LEE; TANG; LAI, 2012; SCHRECK;
GRUNDEN, 2014). Eles também podem catalisar varias reacdes (CAVALCANTE et al.,
2021c, 2021d; DA S. MOREIRA et al., 2021; LUTHIERRE GAMA CAVALCANTE et al.,
2021; VALERIO et al., 2021), como esterificagdo, transesterificagdo (alcodlise e glicerélise)
(KUMAR; PAL, 2021; MILANO et al., 2016; YASVANTHRAIJAN et al., 2021), e hidrolise
de esterificagdo (AGUIEIRAS et al, 2019), acidolise (ou interesterificacio)
(SIVAKANTHAN; JAYASOORIYA; MADHUIJITH, 2019; UTAMA et al., 2019), amindlise
(MOUAD et al., 2016), e lactonizacdo em ambientes nao aquosos (KATAYAMA et al., 2017),
até mesmo reagdes promiscuas (BRODZKA et al., 2018).

As lipases pertencem a subclasse Il da superfamilia a / B-hidrolase (MINDREBO
et al, 2016), que envolve uma rede de ligacdes de hidrogénio em seu sitio ativo de
of-hidrolases, que apresentam um padrdo de isomerismo conformacional composto por uma
sequéncia de hélices a e folhas pregueadas f (Figura 11). Consistindo em uma triade
catalitica fortemente conservada: um residuo nucleofilico (serina, cisteina ou 4cido aspartico),
um residuo de 4cido catalitico (dcido aspartico ou glutdmico) e um residuo de histidina
(BINHAYEEDING et al, 2020; FAOUZI et al, 2015; PASCOAL et al., 2018;
SKJOLD-JORGENSEN et al., 2014).
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Figura 11: Métodos de imobilizagdo de enzimas. Os métodos de imobilizagdo enzimatica otimizam o processo
de reagdo tornando-o mais sustentavel e promissor quando comparado aos catalisadores quimicos.

( Metodos de Imobilizagédo de Lipase )

i &

( Método Fisico ) C Método Quimico )

( Adsorgio ) (___ Amardilha ) (" Anexo Covalente ) (_ Cross-Linking )
— LE( '_ — 2y > .,';
t o -

i Incorporagéio de MODFs —
ﬁ;‘g:%ﬁ: a de gel de Cross-linking para
microencapsulagio / suportar CLEAs de

fibra de aprisionamento matriz

= Enzima

Fonte: MOTA (2021).

Possuem multiplas propriedades, como massa molecular de 20 a 60 kDa e ponto
isoelétrico entre 4 a 5, reconhecem um vasto nimero de substratos sob temperaturas de 30 a
60 °C, pH extremo (entre 4 a 9), e na meio aquoso ou nao convencional. Possuem alta
estereosseletividade, estabilidade em solventes organicos, facilidade de manipulagao genética
para as caracteristicas desejadas, e geralmente dispensam o uso de cofatores (BANSODE;
RATHOD, 2017, CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; DWIVEDEE et al., 2017; FILHO;
SILVA; GUIDINI, 2019; JAVED et al., 2018; YANG et al., 2020).

Em decorréncia de sua versatilidade, as lipases sdo de grande importancia no
desenvolvimento de biotransformagdes tecnoldgicas (CAVALCANTE et al., 2021a; DE
OLIVEIRA et al., 2019; LIMA et al., 2017, 2021; MONTEIRO et al., 2021a, 2021b; ROCHA
et al., 2021; SOUZA et al., 2020; VALERIO et al., 2021; VERDASCO-MARTIN et al., 2016;
VILLALBA et al., 2016), para produgdo de esferas e diversos setores industriais, como
alimentos (laticinios, padaria, confeitaria), detergentes, quimica fina (sintese de ésteres) e
industrias farmacéuticas (sintese de nutracéuticos, producdo de cosméticos, testes
biomédicos), tratamento de couro e residuos (papel e celulose), téxteis, ragdo animal e

biocombustivel (ATABANI et al, 2012; BASHIR; SOOD; BANDRAL, 2020;
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BOROWIECKI; JUSTYNIAK; OCHAL, 2017; DUMORNE; et al., 2017; LIU; KOKARE,
2017; MOUAD et al., 2016; ORR et al., 2016; RAMNATH; SITHOLE; GOVINDEN, 2017;
REHMAN et al., 2017, SHARMA et al., 2017).

2.1. Imobilizacao de lipase

Embora prevalentes, as lipases apresentam deficiéncias em alguns parametros que
as impedem de serem utilizadas em grande escala industrial devido a estabilidade operacional
limitada, termoestabilidade, armazenamento e recuperagao, alto custo e variagdes indesejaveis
que podem desnaturar a atividade enzimatica (MENDES et al., 2011)[230]. Porém, apesar
desses entraves, as enzimas tém a vantagem de serem reutilizadas industrialmente em diversos
ciclos de reacdo, sendo sua recuperacdo no processo essencial para posterior
reaproveitamento, tornando-as financeiramente vidveis e competitivas (GUISAN, 2006).
Contudo, a recuperagdo de enzimas livres no meio reacional ¢ complicada, e uma das formas
que facilitam a recuperacdo desses catalisadores ¢ a imobilizagdo de enzimas, que, quando
imobilizadas, facilitam o controle dos parametros da rea¢cdo, como a vazao e conveniéncia do
substrato (C. RODRIGUES et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2018; DOS SANTOS et al.,
2014; GARCIA-GALAN et al., 2014a, 2014b; HOMAEI, 2015; LIU; CHEN; SHI, 2018;
MANOEL et al., 2016; MONTEIRO et al., 2019a; RIOS et al., 2019; RUEDA et al., 20164,
2016b; WILTSCHI et al., 2020).

A 1mobilizacdo consiste em prender fisicamente a enzima em uma regido do
espago com retengdo de suas caracteristicas cataliticas, permitindo resisténcia a desnaturacao /
degradacdo e agregagdo, reciclabilidade e reutilizacdo sem perdas significativas
(ALBUQUERQUE et al.,, 2016; DE SOUZA et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2015;
FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2016; RIOS et al., 2016; RUEDA et al., 2016¢; SANTOS et al.,
2015; SUESCUN et al., 2015). Além disso, ndo precisa ser pré-tratado ou modificado
quimicamente (LIU; CHEN; SHI, 2018). O que torna o processo mais sustentavel e promissor
quando comparado aos catalisadores quimicos ¢ que reduzem a pegada de carbono, sdo mais

baratos e mais diretos (BILAL et al., 2018b; SHELDON; BRADY, 2019; ZHAO et al., 2018).

Nas ultimas décadas, a tecnologia de imobilizagdo foi amplamente explorada,
mostrando uma variedade de enzimas imobilizadas em diferentes substratos e métodos, como
adsorcdo, ligagdo covalente, reticulagdo e encapsulamento (BEZERRA et al., 2020; BILAL et
al., 2018a; BONAZZA et al., 2018; CAVALCANTE et al., 2021d; FERNANDEZ-LOPEZ et
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al., 2015; FONSECA et al., 2020; GRIGORAS, 2017; L. B. DE OLIVEIRA et al., 2021;
MELO et al., 2017; MONTEIRO et al., 2020; VOBERKOVA et al., 2018). Classificados em
métodos fisicos (interagdes monovalentes como hidrofébica, forcas de Van Der Waals, ligacao
iénica) e quimicos (ligagdo covalente) (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA,
2013; BRITTON; MAJUMDAR; WEISS, 2018; FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019). Em
condi¢des de grande escala, a fixagdo fisica ndo € muito eficiente, pois é relativamente fraca e
ndo mantém a enzima ligada ao suporte (IRFAN et al.,, 2019). Portanto, o suporte de
imobilizacdo deve ser escolhido de forma adequada para se obter um biocatalisador mais
eficiente e estavel, reduzindo o custo dos processos de reacdo em relacdo as enzimas livres.
Varios materiais podem ser usados para apoiar a imobiliza¢do de lipases, como particulas
magnéticas (PASHANGEH et al., 2017), silica (CAZABAN; WILSON; BETANCOR, 2016),
agarose (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018; NAWAZ et al.,
2016), quitosana (ISMAIL; BAEK, 2020; MENDES et al., 2011; SINGH; JAJOO; BHASIN,
2020) diferentes suportes comerciais, como nanoparticulas (BILAL et al., 2018b), resinas
(DO NASCIMENTO et al., 2019), biopolimero ou um polimero inorganico, materiais porosos
e outros (IRFAN et al., 2019; MALAR; SEENUVASAN; KUMAR, 2019; PASHANGEH et
al., 2017; TACIAS-PASCACIO et al., 2017; TAVANO et al., 2018; ZDARTA et al., 2018).
Porém, a selecdo adequada de uma matriz estd relacionada ao tipo de enzima a ser
imobilizada e sua finalidade (BASHIR; SOOD; BANDRAL, 2020). Assim, a matriz deve
fornecer um ambiente inerte e biocompativel sem interferir na estrutura nativa sem

comprometer a atividade biologica (ZDARTA et al., 2018).
2.1.1. Adsorg¢ao

A colagem por adsor¢do € a técnica mais simples e econdmica, ndo requer
ativacdo do suporte, ¢ realizada em condi¢des moderadas e possibilita a regeneragao da matriz
utilizada (LIU; CHEN; SHI, 2018). A difusdo da enzima que ocorre através da superficie do
carreador e a adsor¢do ao carreador tem apenas duas etapas, permitindo que as enzimas sejam
imobilizadas em suportes solidos através de ligagdes de baixa energia, como Van Der Waals
ou ligagdes hidrofobicas, de hidrogénio e idnicas, entre outras (FILHO; SILVA; GUIDINI,
2019; GUISAN et al., 2020). O modelo de imobilizacdo ¢ mais favoravel para a enzima
quanto a preservagdo do sitio ativo, pois mantém a atividade catalitica por causar pouca ou
nenhuma alteracdo na estrutura. Além disso, € possivel recuperar o suporte para posterior

reutilizagdo a partir da dessor¢do da enzima inativa se ela for irreversivelmente desativada
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(JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). Alguns estudos de imobilizacdo
enzimatica pelo método de adsor¢do e em diferentes suportes sdo relatados na literatura.
Arana-Pefia et al. (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018), pela
primeira vez, apresentou a imobilizagdo de uma lipase comercial (Eversa) em granulos de
octil e agarose aminada e a comparacdo das propriedades da enzima com as da maioria
utilizou lipase, a isoforma B de Candida antarctica, imobilizada em granulos de octil agarose,
obtendo estabilidade enzimatica em todas as condi¢oes estudadas de imobilizagdo em

granulos de octil agarose, muito mais do que em suporte de amina, sob uma ampla gama de

condigdes (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018).

Binhayeeding et al. (BINHAYEEDING et al., 2020), avaliaram a combinagdo da
imobilizacao da lipase de Candida rugosa em particulas de polihidroxibutirato (PHB) via
adsor¢do fisica e glutaraldeido para aumentar a estabilidade térmica, armazenamento e
capacidade de reutilizagdo. A enzima imobilizada foi reutilizada com sucesso por 14 ciclos,
retendo 50% de sua atividade nas condigoes ideais de atividade inicial. A atividade maxima
observada em pH 9 e 40 °C, indicando que a lipase imobilizada foi mais tolerante ao pH e a
temperatura do que a lipase livre (BINHAYEEDING et al., 2020). Kumar e Pal realizaram
pesquisas experimentais para produzir biodiesel a partir de uma fonte de carbono renovavel de
2.* geragdo (KUMAR; PAL, 2021), 6leo de semente de laranja, usando biocatalisador de
lipase imobilizado com 6xido de grafeno efetivamente adsorvido a lipase, proporcionando

rendimento de 88% de biodiesel (KUMAR; PAL, 2021).
2.1.2. Ligagdo covalente

Este método de imobilizagdo depende principalmente da formacgdo de ligagdes
covalentes da enzima com a matriz (suporte) que ocorre através dos materiais carreadores e
dos aminoacidos da cadeia lateral da enzima como histidina, arginina, lisina, cisteina ou
aspartico acido e outros. Embora o que define a reatividade seja a presenca de diferentes
grupos funcionais, como o grupo carboxila, grupo amina, grupo fendlico e grupo sulfidrico.
Ao prevenir a inativacdo de residuos de aminoacidos no sitio ativo, atividades enzimaticas
muito favoraveis podem ser alcangadas, como alta estabilidade enzimatica e fixagdo de lipases
ao suporte, garantindo rigidez em sua estrutura (SHARIFI et al., 2019; SIRISHA; JAIN;
JAIN, 2016).
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Para melhorar a ligacdo da enzima ao suporte, o uso de reagentes de reticulagdo
como o glutaraldeido ¢ geralmente utilizado na ativacao do transportador, pois contém grupos
aldeidos que podem interagir com o suporte €, a0 mesmo tempo com o grupo amino da
enzima possibilitando a ligagdo covalente formando uma amida que mantém a rigidez da

interagdo (FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019).

Algumas estratégias de protecdo sdo amplamente utilizadas, como a presenga de
substrato ou de um inibidor competitivo na ligagdo covalente da enzima com a matriz, pela
forma¢do de um complexo inibidor de enzima reversivel ligado covalentemente, pela
incorporac¢ao de novos residuos, obtidos através da ligagdo covalente de uma enzima soluvel
modificada quimicamente a matriz ¢ por um precursor do zimogénio (SIRISHA; JAIN; JAIN,
2016). Dwivedee et al. (DWIVEDEE et al., 2017), em seu trabalho, relataram a imobilizag¢ao
covalente da lipase de Pseudomonas fluorescens em nanotubos de carbono multifolhados
funcionalizados com nanobio catalisador em que obteve um aumento de dez vezes na
atividade, estabilidade térmica de até 80 °C e oito ciclos de reciclagem. De maneira geral, o
nanobio catalisador desenvolvido no estudo tem aplicagdes para a resolucdo cinética de
compostos racémicos (DWIVEDEE et al., 2017). Sharifi et al. (SHARIFI et al., 2019),
caracterizou e estudou a estabilidade na imobilizagdo da enzima hidrolase organofosforada
(OPH) por fixagdo covalente em microfibras de celulose modificadas usando éter diglicidilico
de 1,4-butanodiol (BTDE) e 1,1 - Carbonildiimidazol (CDI) como acoplamento quimico,
demonstrou alto desempenho no suporte de baixo custo, como aumento da estabilidade do pH
das preparacdes imobilizadas em relacdo a contraparte livre, rendimentos nos 27 tratamentos
com epoxi e CDI de 68,32% e 73,51%, e cerca de 59% e Retencdo de 68% de OPH
imobilizado em celulose ativada com epdxi e CDI respectivamente, apdés um ciclo de dez

voltas (SHARIFI et al., 2019).

Outro estudo de Malar e colaboradores produziu nanoparticulas magnéticas
(MNPs) usando a técnica sol-gel, entdo imobilizou a lipase em MNPs por fixacdo covalente
ap6s modificagdo de superficie e ativacdo. Obtendo-se um percentual maximo de
imobilizacdo de 92,3%, o que reduziu cargas sucessivas, excelente visto que a temperatura
mais elevada foi superior a da lipase livre, a capacidade de reaproveitamento também foi
apresentada pelos MNPs ligados a lipase na atividade de ensaio (MALAR; SEENUVASAN;
KUMAR, 2019).
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2.1.3. Crosslinking

O processo de reticulagao ocorre entre enzimas que se ligam entre si, gerando uma
rede, sem recurso a suporte (MILETIC; NASTASOVIC; LOOS, 2012; NGUYEN; KIM,
2017; WAHAB et al., 2020), sendo utilizado para melhorar a sua estabilidade através de
reticulagdo intermolecular com o grupo amino e um reagente bifuncional, como o
glutaraldeido, que protege a enzima do ambiente externo (LI et al., 2016). As principais
formas de obtengdo de enzimas imobilizadas livres de suportes sdo formadas entre um agente
de reticulagdo e preparagdes com a enzima solubilizada, por cristalizacdo, atomizacdo e
agregacao (SOUZA et al., 2017; TALEKAR et al., 2013), originando enzimas reticuladas
(CLE), cristais de enzima reticulada (CLEC), agregados de enzima reticulada (CLEA),
enzima de secagem por pulverizagdo ligada (CSDE) (VRSANSKA et al., 2017; XU et al.,
2018). Os beneficios essenciais das enzimas de reticulacdo sdo atividade enzimatica
imensamente catalisada, alta estabilidade e baixo custo de producdo devido a auséncia de
suporte so6lido; além da versatilidade, é passivel de atingir aplicagdes enzimaticas mais
robustas e estaveis de uso industrial (FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019). Assim, as liga¢des
cruzadas intramoleculares podem ter efeitos estabilizadores significativos (KHASIM
SHARIF; NAGESWARA RAO; JAGADISH, 2020) [293].

Sojitra et al. (SOJITRA; NADAR; RATHOD, 2016), realizaram um estudo com
co-imobilizagdo simultanea de trés enzimas, amilase, pectinase e celulose, em nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com concentracdo de amino 60mM de glutaraldeido com tempo
de reticulag@o de dez horas para clarificagdo do suco em um recipiente. O estudo indicou um
aumento de mais de duas vezes na meia-vida e maior tolerancia para pH mais baixo. Além
disso, mesmo apos oito ciclos de reutilizagdo consecutivos, as enzimas imobilizadas retiveram
até 75% da atividade residual. Por fim, a clarificagao dos sucos de maca, uva e abacaxi com
enzima magnética mostrou 41%, 46% e 53%, respectivamente, de reducdo da turbidez até o
tratamento de 150 min (SOJITRA; NADAR; RATHOD, 2016).

Um bom trabalho envolvendo varias estratégias de imobilizagdo enzimatica da
haloalcano dehalogenase DhaA de Rhodococcus rhodochrous, foi desenvolvido por Zheng et
al (ZHENG et al., 2019). Esta pesquisa incluiu a adsor¢do fisica aconteceu com espuma
mesocelular (MCF), reticulacdo com polietilenoglicol (PEG) de 8 bracos e PEGilacdo com
maleimida-tiol. Desse modo, a cristalinidade e a morfologia de MCF foram mantidas, € o
DhaA imobilizado (MD-P1-P2) mostrou-se na constante de Michaelis inferior (Km,

0,588mM) do que DhaA (0,905mM), com uma baixa razao de lixiviacdo de DhaA (1,1%) de
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MCEF. E, também apresentou alta estabilidade em condi¢des ambientais extremas (ZHENG et
al.,, 2019). Cunha et al. (CUNHA; FERREIRA; ANGELOTTI, 2020), avaliaram diferentes
solventes na precipitacdo da enzima B-glicosidase produzida por Aspergillus niger. Logo, os
resultados mais promissores foram a produ¢do de CLEAs com 2-propanol, que proporcionou
aumento do teor de proteina e da atividade catalitica no precipitado, permanecendo com
94,4% de atividade residual (CUNHA; FERREIRA; ANGELOTTI, 2020).

Estudos realizados por Pinotti et al. (PINOTTI et al., 2020), investigou se a
reticulagdo intramolecular ocorreu na influéncia das cadeias glicosidicas B-glucosidase
oxidadas e avaliou a influéncia das cadeias glicosidicas na imobilizacao da B-glucosidase
produzida por Aspergillus niger, e se esse efeito aumentaria a estabilidade de enzimas.
Seguido de imobilizacdo em diferentes suportes (DEAE-celulose, glioxil- e epdxi-agarose e
amino-epoOxi-agarose), € a estabilidade desses derivados foi analisada. Os resultados
mostraram que a reticulagdo intramolecular foi suficiente e que a estabilizagdo da enzima
oxidada foi muito maior que a nativa (glicosilada), e quando realizada em suportes de amino
epoxi agarose, a estabilizacdo aumentou em um fator de 6. A estratégia geral de estabilizacao
promoveu 120 vezes estabilizagdo enzimatica em relagdo a enzima soltivel nao modificada

(PINOTTI et al., 2020).
2.1.4. Encapsulamento

Neste método, ndo ha conexdo entre a enzima e o suporte, baseado no
aprisionamento fisico da enzima em uma rede polimérica geralmente formada por
poliacrilamida, pectina, quitosana, gelatina, alginato, agar-dgar, carragenina, resinas de
poliuretano, silanos e agarose (NAWAZ et al., 2016). Apesar de suas limitagdes, na segunda
etapa de encapsulamento e aprisionamento, ocorre a transferéncia de massa e a possivel
inativacao da enzima durante o procedimento de imobilizagdo (HOMAEI et al., 2013). Eles
tém a vantagem de ter uma area de superficie extensa. A probabilidade de imobilizacdo
simultanea de diferentes enzimas em uma unica etapa (MENDES et al., 2011) fornece uma
conexao entre enzimas e substrato e melhora a estabilidade mecanica sendo pratica e de baixo

custo (PANG et al., 2019b).

Assim, moléculas de baixa complexidade, como substrato e produtos, se difundem
no meio de reacdo e entram em contato com o sitio catalitico das enzimas, simultaneamente as
moléculas mais complexas, como proteinas (enzimas), que nao sdo capazes de se difundir

através parede, sdo presos no suporte (SOUZA et al., 2017). Em um estudo realizado pela
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primeira vez para melhorar a estabilidade, Wang et al. (WANG et al., 2020), abordou a
combinag¢do de duas metodologias de adsor¢do-encapsulagdo para imobilizar lacase (Trametes
versicolor) na estrutura hibrida de ZIF-67. Os resultados mostraram a lacase com atividade de
armazenamento estavel, em pH 3-5, imobilizada em ZIF-67, retendo 88% (15 dias) e 59%, do
residuo da atividade enzimatica. Além disso, houve um aumento nos parametros
termodinamicos, @ ZIF-67 teve um excelente nivel de termoestabilidade do que a lacase livre
(WANG et al., 2020). Outro estudo ndo publicado, Singh et al. (SINGH; JAJOO; BHASIN,
2020), avaliaram diferentes sistemas de encapsulacdo com quitosana, alginato e agar, para a
imobilizacdo da glicose isomerase (GI) produzida por Streptomyces enissocaesilis, de modo a
atingir um encapsulamento mais excelente da enzima e melhorar a atividade. Alcancando os
resultados individuais, na imobilizacdo da quitosana, houve um aumento significativo (P
<0,05) na atividade GI em 47,18%. O agar aumentou a atividade GI em 19,7% (faixa alcalina)
€ maximizou a estabilidade térmica, enquanto o alginato exibiu 18,5% mais atividade do que
a enzima soluvel. Assim, o estudo propde que o IG imobilizado ¢ eficiente em realizar a
isomerizacdo em diferentes parametros conforme as exigéncias industriais (SINGH; JAJOO;

BHASIN, 2020).
2.1.5. Imobilizagao de lipases de microalgas

A producdo de biolubrificantes a partir de microalgas tem sido regularmente
estudada e relatada na literatura (MAKAREVICIENE; SENDZIKIENE; GAIDE, 2021).
Destacam-se as rotas de transesterificacao e hidroesterificagdo, as lipases sao utilizadas como
catalisadores e a etapa de imobilizagdo ¢ fundamental (THANGARAJ et al., 2019), devido as
inimeras vantagens, como produtos de alta qualidade, baixa demanda de energia, geragao
minima de efluentes, e compatibilidade ambiental desse catalisador em relagdo ao tradicional
homogéneo, tornando a producao de biodiesel de microalgas catalisadas por lipase uma
alternativa promissora (GULDHE et al., 2016). Bayramoglu et al. (BAYRAMOGLU et al.,
2015), biodiesel sintetizado a partir de 6leo de microalga Scenedesmus quadricauda via
reacdo de transesterificacdo, catalisadas com Candida rugosa lipase e imobilizado em um
composito de biossilica-polimero (particulas de silica diatdmica com cadeias poliméricas
fibrosas enxertadas), finalmente obtendo um viavel e método eficiente de conversdo de 6leo
de algas para a producdo de biodiesel via reagdo de transesterificacdo enzimatica realizada em
85,7% e 96,4% de n-hexano, com enzimas livres e imobilizadas, respectivamente. Assim, a

lipase imobilizada era altamente estdvel e tinha apenas 17% da atividade perdida apds seis



o7

ciclos de uso repetido (BAYRAMOGLU et al., 2015). Raoufi ¢ Mousavi Gargari (RAOUFI;
MOUSAVI GARGARI, 2018), produziram biodiesel a partir de 6leo de microalgas por uma
lipase de Pseudomonas aeruginosa tfundida a proteina Gecw61 ancorada por GPI e exibida
com sucesso na superficie de Pichia pastoris X 33. Os resultados melhoraram a estabilidade
de pH 7-10 e temperatura de 37-40 °C e também foram estdveis em solventes organicos
hidrofilicos, demonstrando que o biocatalisador de célula inteira exibiu um excelente
potencial para a producao de biodiesel a partir de 6leo de microalga em lote repetido de 10
ciclos (RAOUFI; MOUSAVI GARGARI, 2018). Em estudos recentes, Da Silva et al. (DA
SILVA et al., 2020), avaliaram o 6leo microbiano de Dunaliella salina como matéria-prima
alternativa para a producdo de ésteres de acidos graxos, com potencial aplicacdo como
biolubrificantes a partir de 6leo de microalga e 6leo combustivel utilizando lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em Nb205, que apresentavam propriedades cataliticas e
térmicas adequadas, a estabilidade permitiu a conversio do o6leo de microalgas nos
correspondentes ésteres alquilicos com variagdo de 70,8 a 89,0% em 120 horas (DA SILVA et

al., 2020).
3. Producio de biodiesel de microalgas usando catalisador de lipase

A produgdo de biodiesel a partir de microalgas corrigidas por lipases apresenta
diversas vantagens devido as taxas de crescimento e alto teor de 6leo (DICKINSON et al.,
2017). Além disso, as microalgas sdo consideradas produtos de alta qualidade e com baixa
necessidade de energia (KATIYAR et al., 2017). Portanto, os processos de catalise enzimatica
por lipases podem ser influenciados por biorreatores e sistemas de solventes orgénicos,
sistemas supercriticos e outros (ISMAIL; AL-ZUHAIR, 2020; ONG et al., 2021; RAOUFI;
MOUSAVI GARGARI, 2018).

3.1. Bioreatores

A necessidade de escalonar qualquer processo que lide com catalise enzimatica é
influenciada, entre outros fatores, pela configuracao do biorreator utilizado. Portanto, alguns
parametros relacionados ao biorreator, como estabilidade operacional, mecanica e térmica da
enzima, transferéncia de massa, recuperacdo da enzima do meio de reacdo, mistura do
ambiente de reagdo, solubilidade do alcool e custo de implementagdo do reator selecionado,
devem ser considerados a transferéncia do processo da escala laboratorial para a escala

industrial (AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA; FREIRE, 2015; BALCAO; PAIVA;
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XAVIER MALCATA, 1996; CAVALCANTE et al., 2021b; NORJANNAH et al., 2016).
Nesse sentido, existem quatro tipos principais de biorreatores para produgdo de biodiesel via
transesterificacdo enzimatico discutidos na literatura: reatores de coluna de leito fixo, leitos
fluidizados, reator de tanque agitado e reator de tanque agitado continuamente (como
mostrado na Figura 12) (AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA; FREIRE, 2015; BAJAJ
et al., 2010; CAVALCANTE et al., 2021b; GUMBA et al., 2016; NORJANNAH et al., 2016;
POPPE et al., 2015).
Figura 12: Principais tipos de projeto de reatores. Esferas azuis (enzimas imobilizadas). Biorreatores na

producdo de microalgas de biodiesel otimizam o processo de reacdo favorecendo os pardmetros e equilibrio do
sistema para escala industrial.

Reator de leito

STR STR continuo PAE fluidizado

Fonte: MOTA (2021).

Um tanque A constitui a configuracdo de STR com controle ¢ medi¢do de
temperatura € um sistema de agitacdo que permite a mistura do meio de reagdo € um maior
contato da enzima com o substrato (AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA; FREIRE,
2015; AMINI et al., 2017; NORJANNAH et al.,, 2016). No entanto, o sistema STR
geralmente requer um longo tempo de reagdo e, portanto, pode necessitar de grandes volumes
de tanques para fornecer as quantidades de biodiesel exigidas pela escala industrial. Uma
forma de otimizar o processo ¢ implementar um biorreator STR continuo (NORJANNAH et
al., 2016). Apesar da simplicidade de instalacdo, operacdo e manutencao, a implementacdo do
projeto STR no processo industrial ¢ limitada pelo volume relativamente pequeno e pela
necessidade de ser esvaziado e limpo antes de iniciar um novo ciclo de reagdo, além da
necessidade de recuperar o biocatalisador (AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA;
FREIRE, 2015; NORJANNAH et al., 2016). Desse tipo de agitacdo do reator pode causar
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danos mecanicos a enzima, o que pode causar desnaturacdo da proteina e, consequentemente,

diminuir as taxas de conversao (NORJANNAH et al., 2016).

Em sistemas PBR, as enzimas imobilizadas sdo empacotadas em uma coluna
(para ndo serem dispersas no meio de reacdo), enquanto os reagentes sdo forgados a passar
por ela. Essa caracteristica proporciona uma maior drea de contato entre os reagentes € as
enzimas, resultando em um melhor desempenho, embora tenha uma relagdo menor entre a
enzima e o substrato do que outros reatores (AMINI et al., 2017, CAVALCANTE et al.,
2021b; POPPE et al., 2015). Esses sistemas sdo faceis de operar, possuem eficiéncias
consideraveis, facil recuperacdo de enzimas, portanto, podem ser mais facilmente
implementados em escala industrial (AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA; FREIRE,
2015). Além disso, por ndo necessitar de agitacdo mecanica, o processo em reatores PBR
causa danos menores as enzimas por cisalhamento, portanto, a estabilidade operacional e a
constancia catalitica s3o mantidas por mais tempo, permitindo ciclos consecutivos de reacao;
além disso, a recuperacdo do glicerol ¢ feita rapidamente, sem etapas e tratamentos
complicados (AMINI et al., 2017). Ao contrario dos sistemas PBR, no FBR, as enzimas
imobilizadas sao mantidas suspensas, permitindo um fluxo mais uniforme, menos queda de
pressdo e nenhuma preferéncia de canal (AMINI et al., 2017; FIDALGO et al., 2016; POPPE
et al., 2015). Ao manter essa suspensdo, a transferéncia de massa no FBR ¢ superior a do
PBR. Porém, o processo de fluidizagdo do reator pode interferir no processo e resultar em
baixos rendimentos. A vazao do equipamento pode ser otimizada para ser mais adequada ao
que se deseja alcangar. Nesse sentido, algumas caracteristicas devem ser observadas: projeto
do reator, viscosidade do substrato, velocidade de fluidizagdo e tipo de suporte de

imobilizacdo (DICKINSON et al., 2017; FIDALGO et al., 2016; POPPE et al., 2015).

Outro tipo de biorreator para producdo de biodiesel, principalmente quando
microalgas sdo utilizadas como matéria-prima, ¢ o biorreator monolitico. Nestes biorreatores,
as enzimas sdo imobilizadas de forma estruturada em suportes inorganicos ou organicos
denominados "mondlitos" (GUMBA et al., 2016). O uso destes mondlitos para apoiar a
imobilizacao enzimatica para aplicagao em reatores se destaca nas configuracdes PBR e STR.
Nesse sentido, biorreatores monoliticos promovem uma menor queda de pressdo, baixa
dispersao axial, melhor transferéncia de massa, alta area de superficie especifica, menor custo
de implementacdo e aumento de producdo de possibilidade real (AMEUR et al., 2014).

Conforme a analise de Gumba et al. (GUMBA et al., 2016), nos ultimos anos, biorreatores
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monoliticos incorporados a producdo de biodiesel de microalgas apresentam notavel potencial

econdmico para aplicacao industrial (GUMBA et al., 2016).

Novas estratégias e reatores t€ém sido desenvolvidos na perspectiva de otimizar a
producdo de biodiesel a partir de lipidios de microalgas, como a tecnologia de ultrassom
aplicada a biorreatores. Sivaramakrishnan e Incharoensakdi desenvolveram uma metodologia
para transesterificagdo direta de Botryococcus sp. 6leo catalisado por Candida antarctica
lipase B (CALB) sob irradiagdo ultrassonica usando carbonato de dimetila (DMC) como
reagente  de  transesterificagdio e como  substrato (SIVARAMAKRISHNAN;
INCHAROENSAKDI, 2017b). Os dados mostraram que a irradiacdo ultrassonica
proporcionou altas taxas de producao de ésteres metilicos em periodos mais curtos do que a
produgdo sem ultrassom. Com condig¢des otimizadas (5 mL DMC / g, catalisador 10%, agua
destilada (1%), 50 °C) sob irradiagdo ultrassOnica, o sistema proposto entregou 88% de
¢ésteres metilicos e 2,7% de carbonato de glicerol ap6s 4 horas. Em contraste, sem a incidéncia
de ultrassom, mas com as mesmas condi¢des de reagdo, apenas 76% da produgdo de éster
metilico foi obtida apds 36 horas. Portanto, os pesquisadores concluiram que o método ¢ uma
alternativa vidvel para a produgdo de biodiesel a partir de microalgas

(SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2017b).

Portanto, fica evidente que o desenvolvimento de biorreatores para producao de
biodiesel a partir de microalgas ¢ um campo cientifico promissor, que permite diversas

permutacdes estratégicas e metodologicas para aumentar a escala de produgao.
3.2. Sistemas de Solventes Organicos

Na maioria das reagdes enzimaticas, o uso de solventes € necessario para
aumentar a solubilidade dos substratos organicos insoltiveis em agua ou oleo. No entanto,
solventes organicos podem afetar a estrutura da enzima, alterando seu desempenho catalitico
ou desativando-a (MOHAMMADI et al., 2018). Porém, quando se trata de produgdo de
biodiesel catalisada por lipase, os solventes atuam como auxiliares na dissolucdo do alcool
que, por acaso, causaria a desidratacio da enzima (NAVARRO LOPEZ et al., 2016). Em
sistemas isentos de solventes, por exemplo, o uso de etanol ou metanol para a producdo de
biodiesel seria prejudicial a enzima devido a baixa solubilidade desses alcoois em o6leos,
sendo que esses alcoois ndo solubilizados podem desativar a lipase (CAVALCANTE et al.,

2021b; NAVARRO LOPEZ et al., 2016). Estratégias como a adi¢do gradual de alcool e
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solventes ao meio de reagdo sdao relatadas na literatura (CAVALCANTE et al., 2021b;
NAVARRO LOPEZ et al., 2016).

Em relagdo a producao catalisada por lipase de biodiesel derivado de o6leo de
microalgas, o uso de solventes como meio de reacdo tem duas finalidades: (i) permitir altas
taxas de conversdo e (ii) garantir a estabilidade da lipase (TAHER; AL-ZUHAIR, 2017).
Navarro Lopez et al. (NAVARRO LOPEZ et al., 2016), estudaram a producio de ésteres
metilicos a partir de lipidios de Nannochloropsis gaditana por transesterificacao catalisada
pela lipase de Rhizopus oryzae utilizando t-butanol e hexano como solventes. Os
experimentos foram realizados em diferentes concentragdes de solvente / 6leo de modo a
aumentar as taxas de conversdo. Segundo o estudo, usando concentragdes de t-butanol / dleo
variando entre 5 ¢ 10 mL / g, foram detectadas altas conversdes e velocidades de reagdo mais
altas. No entanto, um aumento exagerado da concentragdao de t-butanol / 6leo aumenta a
viscosidade do meio de reacdo, dificultando a transferéncia da massa dos substratos para o
sitio da enzima ativa. No caso do hexano como solvente, conversdes semelhantes as
encontradas com o t-butanol foram obtidas com concentragdes de 10, 15 ¢ 20 mL / g. Doses
menores desse solvente, como SmL/g, ndo beneficiaram o processo, provavelmente porque a
quantidade de hexano ¢ insuficiente para solubilizar o metanol e promover transferéncia de

massa com maior facilidade (NAVARRO LOPEZ et al., 2016).

Ainda, no estudo realizado por Navarro Lopez (NAVARRO LOPEZ et al., 2016),0
uso do hexano permitiu inicialmente que o processo tivesse uma velocidade inicial superior a
verificada com o t-butanol. Essa alta velocidade inicial observada no hexano pode estar
relacionada a compatibilidade da lipase com solventes apolares, ou seja, solventes com altos
valores de logP que, por serem hidrofobicos, mantém a enzima hidratada, flexivel e ativa
(TAHER; AL-ZUHAIR, 2017). No entanto, a alta velocidade inicial diminui a medida que a
reacdo ocorre devido a formacdo de glicerol. Por ser um composto polar, o glicerol ndo ¢
miscivel em hexano e, consequentemente, se liga a superficie da lipase, reduzindo a
velocidade de reagdo ¢ a taxa de conversdo (NAVARRO LOPEZ et al., 2016). Além disso, o
metanol como um dos substratos contribuiu para a diminuicdo da conversao (51,1%) pelo
hexano, visto que o alcool utilizado nao ¢ soltvel em hidrocarbonetos apolares. No entanto,
usando t-butanol, a conversao atingiu cerca de 81%; o resultado foi fortemente influenciado
pela miscibilidade do metanol em t-butanol (GULDHE et al., 2016; NAVARRO LOPEZ et
al., 2016; TAHER; AL-ZUHAIR, 2017).



62

Além disso, corroborando os resultados obtidos por (NAVARRO LOPEZ et al.,
2016; WU, 2017), que estudou 11 diferentes solventes usados como meio de reagdo na
producdo enzimatica de biodiesel a partir de lipidios de Chlorella vulgaris, nas seguintes
condi¢des de reagdo: 50 mg de o6leo de microalgas, 10 mg de Candida antarctica lipase
imobilizada em resina acrilica, metanol: microalgas = 9: 1 (M / M), 1 mL de solvente, 250
rpm, 9h e 45 °C. Os solventes testados e as conversdes alcangadas foram: hexano (51,81%),
acetona (53,05%), éter (71,25%), diclorometano (19,78%), t-butanol (79,69%),
tetra-hidrofurano (20,78%), acetato de etila ( 20,66%), éter metil terc-butilico (MTBE)
(77,66%), 1-butanol (11,36%), isopropanol (39,19%) e piridina (6,98%). Como pode ser
visto, o uso de t-butanol permitiu uma taxa de conversdo maior do que a observada com
outros solventes. Tais resultados reforcam os dados ja disponiveis na literatura cientifica de
que a presenca de alcoois graxos, como os butanois, além de melhorar a transferéncia de
massa dos substratos para as enzimas, protege a lipase da desnaturacdo e desidratacao

promovida pelo metanol (NAVARRO LOPEZ et al., 2016; WU et al., 2017; WU, 2017).

Outro exemplo de uma substancia que pode ser usada como solvente no meio de
reacdo e como solvente para a extracdo de lipidios de microalgas ¢ o carbonato de dimetila
(DMC). Conforme a literatura, DMC pode ser usado como um aceitador de grupo acil,
solvente de extragdo de lipidios e meio de reagdo na transesterificacao ou esterificacdo in situ
(HE et al., 2018; KIM et al., 2016). Nesse sentido, Kim e colaboradores testaram o DMC
incorporando-o tanto na extracdo de lipidios quanto na produgdo de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME), ou seja, na produ¢do de biodiesel em uma Unica etapa (esterificacdo in
situ) utilizando microalgas heterotroficas, Aurantiochytrium sp. KRS101 como matéria-prima
e lipase B de Candida antarctica (Novozyme 435). Os experimentos foram realizados
variando o volume de DMC com a massa de microalgas (v/p). Na faixa de 5:1 a 20:1 (v/p), as
conversdes FAME diminuiram, evidentemente devido a solubiliza¢do dos lipidios extraidos
em quantidades mais significativas de DMC no meio reacional. Portanto, com base nos dados,
a propor¢ao de DMC para biomassa de microalgas de 5:1 (v / p), contribuiu para uma maior

conversao de FAME, cerca de 60% (KIM et al., 2016).

Outros solventes que podem ser usados na conversdo enzimatica do biodiesel a
partir de 6leos de microalgas e estdo sendo disseminados na literatura cientifica sdo os fluidos
supercriticos (SCFs) e os liquidos i6nicos (Ils) (AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA;
FREIRE, 2015; TAHER; AL-ZUHAIR, 2017) e serd discutido posteriormente. Em suma, a
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aplicabilidade dos solventes nas conversdes enzimaticas de Oleos de microalgas para
biodiesel, apesar das melhorias observadas nos rendimentos, ¢ condicionada por fatores como
polaridade, estrutura molecular, presenga de grupos funcionais, toxicidade, impactos
ambientais e pre¢co do solvente. Tais caracteristicas devem ser consideradas na escolha do

solvente que melhor se adequar ao processo desenvolvido (WU et al., 2017).
3.3. Sistemas livres de solventes organicos

A produgdo de biodiesel enzimatico pode ser realizada em um solvente organico,
produzindo uma mistura homogénea e dissolvendo o glicerol, eliminando seus efeitos
adversos na atividade enzimatica (BABAKI et al., 2015; ZHANG; HYATT; AKOH, 2021).
No entanto, existe a necessidade de recuperar mais solvente organico, ocorrendo através de
processos complicados a jusante que produzem mais agua residual do que o custo final
aumenta o biodiesel (AGHABABAIE et al., 2020). Além disso, os solventes sdo toxicos,
inflamaveis, prejudiciais ao meio ambiente e caros (AGHABABAIE et al., 2020;
DURAIARASAN et al., 2016). Nesse sentido, é crescente o numero de estudos visando

otimizar a producao de biodiesel em sistemas livres de solventes.
3.3.1. Reacdo de transesterificagao

A principal barreira para a produgdo em larga escala de biodiesel a partir de
microalgas ¢ a extragdo de lipidios de microalgas, requer muito consumo de energia, sistemas
demorados e solventes (GHASEMI NAGHDI et al, 2016; RANJITH KUMAR;
HANUMANTHA RAO; ARUMUGAM, 2015); o uso do ultrassom na extragao de lipidios ¢
uma solu¢do apontada na literatura, na proxima sec¢do serd apresentado a respeito. Outra
solugdo ¢ a sintese direta através de uma reacao de transesterificacdo, visto que a extracdo e a
transesterificacdo lipidicas sdo realizadas em paralelo (CHEN et al., 2015; GRIFFITHS; VAN
HILLE; HARRISON, 2010). Tian (TIAN et al., 2016) estudou a combinagdao de lipases
NS81006 para produzir 4cidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e Novozym 435 para sintetizar
6leos de microalgas na producdo de biodiesel por transesterificagdo. Observando que durante
o primeiro estdgio da reacdo assistida pela lipase NS81006, as taxas de reagdo dos PUFAs
foram muito mais lentas para um comprimento de carbono variando de C14 a C18. Por outro
lado, na segunda etapa catalisada pela Novozym 435, ocorreu um aumento significativo na
conversao de PUFAs. Este processo pode substituir tanto catalisadores quimicos quanto

solventes organicos, produzindo um biodiesel mais “verde” (TIAN et al., 2016).
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Em uma investigagdo semelhante, Surendhiran (SURENDHIRAN; VIJAY;
SIRAJUNNISA, 2014) usou a produgdo de lipase usando Rhodotorula mucilaginosa MTCC
8737 para converter o biodiesel de o6leo de microalga marinha Chlorella salina por
transesterificacdlo em um sistema livre de solvente (SURENDHIRAN; VIJAY;
SIRAJUNNISA, 2014). Os parametros (teor de biocatalisador, razdo molar (dlcool: 6leo), teor
de agua, temperatura, tempo e agitacdo) foram avaliados para otimizar o rendimento do
biodiesel com acetato de metila como aceitador de acila. As condigdes Otimas foram 1,5g de
biocatalisador, propor¢do 1:12 de acetato de metila para 6leo, contetido de agua de 10% (p /
p), temperatura de 40 °C, tempo de reacdo de 60 h e agitagdo a 250 rpm; nessa condi¢do, foi
possivel atingir o rendimento méaximo de 85,29% do biodiesel (SURENDHIRAN; VIJAY;
SIRAJUNNISA, 2014). A estabilidade do biocatalisador de célula inteira imobilizado foi
estudada por dez ciclos de uso repetido e ndo mostrou perda significativa da atividade da

lipase na presenca de acetato de metila (SURENDHIRAN; VIJAY; SIRAJUNNISA, 2014).
3.3.2. Reacgdo de Interesterificacao

Além da transesterificacdo, outra reagdo que vem ganhando destaque na sintese de
biodiesel a partir de microalgas em um sistema livre de solvente ¢ a interesterificagcdo
(HOSSAIN et al., 2020b; SUBHEDAR; GOGATE, 2016). Em um estudo recente, a lipase
isolada de uma bactéria marinha isolada, Bacillus sp. 23 (KF220659.1) foi imobilizado em
granulos de alginato de s6dio (SURENDHIRAN; SIRAJUNNISA; VIJAY, 2015). Apds a
interesterificagdo ¢ realizada a lipase encapsulada como biocatalisador com acetato de metila
como doador acila em um sistema livre de solvente (SURENDHIRAN; SIRAJUNNISA;
VIJAY, 2015). O efeito de varios parametros para a interesterificacdo (carga enzimatica,
temperatura, agua, razao molar, tempo de reacdo e agitacdo) (SURENDHIRAN;
SIRAJUNNISA; VIJAY, 2015). Em condigdes ideais (1,5 g de lipase imobilizada, propor¢ao
molar de 1:12 de dleo para acetato de metila, 35 °C, 8% de agua, tempo de reacdo de 60 h,
agitacdao de 250 rpm), 95,68% de conversdo foi alcangada (MORAIS JUNIOR et al., 2020).
Os granulos imobilizados retiveram cerca de 90% de sua atividade mesmo ap6s dez ciclos
consecutivos, sugerindo uma alteragdo minima na relagdo suporte/enzima (SURENDHIRAN;

SIRAJUNNISA; VIJAY, 2015).

Duraiarasan (DURAIARASAN et al, 2016) avaliou a produgdo direta de
biodiesel utilizando 6leo extraido de células imidas da microalga marinha Chlorella salina

via interesterificacdo em sistema livre de solvente, catalisada por lipase imobilizada em
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nanoparticulas magnéticas. O rendimento méximo foi observado como 93,56% em condi¢des
otimizadas com os parametros padrao (DURAIARASAN et al., 2016). Além disso, a enzima
imobilizada manteve 90% de sua atividade inicial, mesmo apds 10 ciclos de uso repetido
(DURAIARASAN et al., 2016). Os estudos apresentados acima demonstram a eficiéncia da
aplica¢do da lipase, seja ela imobilizada ou soltvel, na produgdo de biodiesel de microalgas
para o processo de interesterificagdo em sistemas isentos de solventes. Como o método ¢
econdmico e ecoldgico, nenhum solvente foi envolvido. A tabela a seguir no préximo tépico,
apresenta alguns estudos para a produc¢do de biodiesel a partir de 6leo de microalgas em

sistemas livres de solventes.
3.3.3. Combi-lipase

A producao de biodiesel por lipases pode apresentar baixas conversoes, devido a
especificidade das lipases e a complexidade dos substratos produzidos a partir de microalgas,
conforme mostrado na Tabela 5 (MONTEIRO et al., 2021a). Nesse sentido, visando otimizar
0 processo, sdo utilizadas combi-lipases com diferentes especificidades, denominadas

combi-lipase (ALVES et al., 2014).

Sanchez-Bayo (SANCHEZ-BAYO et al., 2019) otimizou a produgio de biodiesel
de microalgas por transesterificagdo enzimatica, a conversao das lipases (lipase B de Candida
antarctica (CALB) e Pseudomonas cepacia (PC)) sozinhas e combinadas foi analisada
(SANCHEZ-BAYO et al.,, 2019). Os resultados mostraram que uma combi-lipase 25:75
(CALB: PC) produziu uma conversdo significativamente maior em ¢ésteres etilicos de acidos
graxos (FAEEs) do que aqueles produzidos por cada biocatalisador independentemente
(SANCHEZ-BAYO et al., 2019). A melhor combinagao de lipase foi reutilizada por 10 ciclos,
rendendo cerca de 80% de sua atividade inicial SANCHEZ-BAYO et al., 2019).

A conversdo mais excelente obtida com a melhor combi-lipase e a alta atividade
retida mesmo apds 10 ciclos comprovam que essa técnica pode ser aplicada em escala
industrial, tanto para a produ¢do de biodiesel com microalga como matéria-prima, quanto

qualquer outro 6leo.

Tabela 5: Diversos 6leos de microalgas usados para producao de biodiesel enzimatico em sistemas livres de
solventes. A produgéo de biodiesel por lipases pode apresentar baixas conversoes, devido a especificidade das
lipases e a complexidade dos substratos produzidos a partir de microalgas (SURENDHIRAN; SIRAJUNNISA;
VIJAY, 2015; TALEKAR et al., 2013).



66

Reacio Rendimentos
Microalgas Fontes de Lipase Referéncias
Condicoes (%)
Microalgas
12h, 40 °C, 75%
(Chlorella Candida sp. . (LI, XU; WU,
lipase, 3:1 98
protothecoides) 99—-125 2007)
(metanol: 6leo)
. (HALIM et
Microalgas Burkholderia sp. 48h, 40 °C, 7:1
al., 2011;
(Chlorella C20 razao molar 97
TRAN et al.,
vulgaris ESP31) (metanol: 6leo)
. 2012)
oil
_ 38 °C ,30%
Microalga ‘ (XIONG et
Candida sp. 99—12 lipase, 3:1 98
(Chlorella al., 2008)
(metanol: 6leo)
protothecoides)
Microalgae Aspergillus niger
8h, 45 °C, 1.5% (TIAN et al.,
(Schizochytrium and Candida ) 95%
lipase, 5:1 2016)
sp.) antarctica B
(metanol: 6leo)
25 °C, 1.5:1,
(CASTILLO
. metanol/dleo, ,
Microalgae Novozym 435 92.6 % LOPEZ et al.,
200 rpm, 1%
N. gaditana 2015)
Novozym 435
45°C, 5: 1
(CHEN et al.,
Aurantiochytrium metanol/6leo,
Novozym435 97% 2010; XIONG
sp. 300 rpm, 5%
. et al., 2008)
lipase

Fonte: MOTA (2021).

3.4. Sistemas assistidos por ultrassom

A imobiliza¢do produz um biocatalisador heterogéneo, gerando uma necessidade

de mais energia para uma transferéncia de massa mais significativa e uma maior taxa de

conversao (BANSODE; RATHOD, 2017). Esse problema pode ser superado com a aplicacao
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da tecnologia de ultrassom (LERIN et al., 2014; WANG et al., 2018). Ultrassom ¢ a energia
sonora em frequéncias acima da faixa audivel para humanos (> 20 kHz) e que precisa de
meios para se propagar (WANG et al., 2018). Quando o ultrassom passa por um meio liquido,
os ciclos consecutivos de compressdo e rarefagdo das ondas sonoras causam vibracdo
mecanica do liquido. Esse processo gera um fendomeno denominado cavitagdo, que
compreende a formacdo, alargamento e colapso de bolhas, que, quando ocorre proximo a fase
limite de dois liquidos imisciveis, pode proporcionar uma agitagao muito eficiente, facilitando

a transferéncia de massa (BANSODE; RATHOD, 2017; LERIN et al., 2014).

O actimulo de energia ultrassonica ocorre nas bolhas oscilantes, e durante o
processo de crescimento e implosdo, ha um aumento iminente da temperatura e energia locais
(cerca de 5000 K) e pressao (cerca de 1000 bar) (WANG et al., 2018). Algumas vantagens do
ultrassom em reagdes catalisadas por enzimas podem ser resumidas em minimizar o tempo de
reagdo, reduzir as quantidades de reagentes, aumentar o rendimento, além de ser uma
tecnologia “verde”, e economizar energia (LERIN et al., 2014; SOARES et al., 2020; WANG
et al.,, 2018). A tecnologia de ultrassom pode ser aplicada para otimizar a produgdo de
produtos como biodiesel (MAZANOV et al., 2016), farmacos (CHANDAK; GHOSH;
GOGATE, 2020), ésteres (PALUDO et al., 2015), polimeros (BERNARDO; ASCHERI;
CARVALHO, 2016), sabores (MONTEIRO et al., 2019b), entre outros.

Porém, altas frequéncias e poténcias podem causar a estrutura da enzima,
causando a desnaturacdo desta macromolécula. Por outro lado, baixas frequéncias e poténcias
ndo resultardo no efeito de cavitacdo desejado (LERIN et al., 2014). Nas proximas segoes,
apresentaremos alguns estudos que utilizaram a técnica de ultrassom para produzir biodiesel a

partir de microalgas.
3.4.1. Reagdo de transesterificagao por ultrassom

A extracdo de lipidios de microalgas ¢ um obstaculo para a produgdo em larga
escala de biodiesel a partir de microalgas, pois requer muito consumo de energia sendo
demorado (GOH et al., 2019); a sintese direta ¢ uma solu¢do para esse problema, pois
combina extragdo e transesterificagdo de lipidios em uma TUnica etapa
(SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2018). Sivaramakrishnan
(SIVARAMAKRISHNAN; INCHAROENSAKDI, 2017b) estudou a influéncia de varios

parametros operacionais (conteudo de biocatalisador, adi¢ao de agua, relacao solvente / algas,
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temperatura e tempo de reacdo) na transesterificagdo direta de Botryococcus sp.. As reagdes
foram realizadas com e sem ultrassom para comparacdo (SIVARAMAKRISHNAN;
INCHAROENSAKDI, 2017b). Sob ultrassom e condig¢des ideais, apds 4 horas de reagdo, o
rendimento maximo foi de 88% ésteres metilicos, em comparacdo com um rendimento
maximo de 78% ésteres metilicos, ap6s 36h sem ultrassom (SIVARAMAKRISHNAN;
INCHAROENSAKDI, 2017b). E notério por diminuir o tempo de reagdo de 36 para 4 horas.
Além de reduzir o tempo de reagdo, a reacao assistida por ultrassom obteve uma conversao
mais excelente de 88% a 78% sem ultrassom (SIVARAMAKRISHNAN;
INCHAROENSAKDI, 2017b).

Em um estudo recente, Fattah (FATTAH et al., 2020), estudou trés métodos
(ultrassom, Soxhlet e solvente) para extrair 0leos de algas de duas variantes diferentes de
Chlorella sp. e Spirulina sp. O maior rendimento de extracdo foi obtido na reacdo assistida
por ultrassom (9,4% para Chlorella sp. e 6,6% para Spirulina sp.) Seguida por Soxhlet e
processos de extragdo por solvente (FATTAH et al., 2020). Os processos de ultra-som e
extracdo Soxhlet foram otimizados para maximizar a extracdo de Oleo, visto que a extragao
com solvente ndo foi eficaz na extragdo de lipidios (FATTAH et al., 2020). O ultrassom
obteve as maiores conversdes (90% de oleo para Spirulina sp. e 70% de 6leo para Chlorella
sp.) E, posteriormente, o 6leo produzido pela técnica de ultrassom foi transesterificado por Sh
com uma lipase imobilizada (Novozyme 435) a 40 °C para converter triglicerideos em éster

metilico de acido graxo e glicerol (FATTAH et al., 2020).

Os resultados dos estudos apresentados acima indicam que a aplicagdo da
irradiag@o ultrassonica na producdo de biodiesel utilizando microalgas como matéria-prima ¢
muito promissora, seja para tornar a extragao lipidica mais eficiente ou para diminuir o tempo

de reagdo da reagao de transesterificacao catalisada por lipase.
3.5. Sistemas Supercriticos

Embora muitos trabalhos cientificos explicam topicos de producdo de biodiesel,
com o estudo de vdrias rotas quimicas ou enzimaticas e matérias-primas, alguns trabalhos
focam a producao de biodiesel em condigdes supercriticas (CONIGLIO et al., 2014). Fluidos
supercriticos (SF) (como mostrado na Figura 13) sdo fluidos em condi¢des fisicas acima do
valor critico de pressdo e temperatura, usados pela primeira vez como um processo nao

catalitico para produgdo e biodiesel por Kusdiana e Saka (KUSDIANA; SAKA, 2001). As
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rotas ndo cataliticas que envolvem a producdo de biodiesel por transesterificacdo com fluidos
supercriticos facilitam a separagdo dos produtos da mistura de reacdo, permitem a
transesterificacdo simultanea de triglicerideos e a esterificacdo de FFA, e apresentam maior
eficiéncia de sintese com menos quantidade de fases (FAROBIE; MATSUMURA, 2017,
GUNAY; TURKER; TAPAN, 2019; ONG et al., 2013; SCHWARZ et al., 2010). Além disso,
a producdo de biodiesel por meio da transesterificacdo de 6leos residuais ¢é facilitada pela
agua, que possui excelente poder de solubilizacdo na regido supercritica para compostos
organicos com grandes grupos apolares (DESHPANDE et al., 2010; GUNAY; TURKER;
TAPAN, 2019).

Figura 13: Catalise de reag@o na reacao de transesterificagdo do fluido supercritico. Rotas nio cataliticas
envolvendo a produgéo de biodiesel por transesterificagdo com fluido supercritico facilitam a separagdo de
produtos da mistura de reacdo, permitem a transesterificagdo de triglicerideos ¢ esterificagdo de FFA simultaneas
e exibem maior eficiéncia de sintese com menos fases.
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Fonte: MOTA (2021)

Em condigdes supercriticas ndo cataliticas para a producdo de biodiesel, o
processo de pré-tratamento da matéria-prima € eliminado. A extragdo do dleo de algas e da
biomassa das sementes pode ser realizada em uma uUnica etapa com a sintese do biodiesel
(MANI RATHNAM; MADRAS, 2019). No entanto, algumas desvantagens sdo observadas
nesta metodologia, como a necessidade de altas razdes molares 6leo-alcool e altas demandas
de energia para o sistema supercritico de temperatura e pressio (MAMBA et al., 2020).

Alcool, 6leo, 12, 24 ou 42 proporgdes e pressdes de 10 e 20 Mpa e temperaturas de 473 ¢ 673
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K sdo as mais aplicadas (CONIGLIO et al., 2014). Alguns estudos podem ser constatados na

Tabela 6.

Tabela 6: Algumas aplicagdes de sistemas supercriticos para producdo de biodiesel via modificagdo lipidica de
microalgas. O uso de microalgas em reagoes de transesterificagdo com CO-, metanol, etanol, em valores
supercriticos de temperatura e pressdo pode otimizar a reagdo para altos niveis de conversdo na produgdo de

biodiesel.

Sistema Conversao de
Microalgas Condig¢oes de Reacao Referéncia
Superecritico Biodiesel
47 °C, 4 h, 200 bar, carga
CO, supercritico de enzima de 35%, (TAHER et al.,
Scenedesmus sp. 80%
(SC-CO) propor¢ao molar de 2014)
metanol: 6leo de 9:1
50 °C, 24h, 200 bar,
Nannochloropsis sp. CO, supercritico carga de enzima de 30%, 630 (TAHER et al.,
0
(SC-CO) propor¢ao molar de 2011)
metanol: lipidio de 4:1
320K, 31 min, 152 bar,
Chlorella propor¢ao molar de (NAN et al.,
Metanol 90.84+0.93%
protothecoides ‘ metanol: 6leo de 19: 1, 2015)
Supercritico
teor de agua de 7,5% em
peso / dleo
340 K, 35 min, 170 bar,
Chlorella Etanol razdo molar de 33: 1 (NAN et al.,
' 87.7£3.48%
protothecoides Supercritico etanol: 6leo, 7,5% em 2015)
peso de contetido de
agua/dleo
(MANI
RATHNAM,;
653 K, 50 min, 20 Mpa,
Schizochytrium Acetato de etila >60% MODAK;
‘ razdo molar de 10: 1
limacinum supercritico MADRAS,
(vol./wt.) Etanol: algas
2020)

Fonte: MOTA (2021)
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O uso de microalgas em reacdes de transesterificagdo com metanol, etanol,
carbonato de dimetila e acetato de metila com temperatura e pressao em valores supercriticos
pode ser encontrado na literatura. Rathnam and Madras (MANI RATHNAM; MADRAS,
2019) estudaram a transesterificacdo da microalga Shizochitrium limacinum a 518-613 K a 20
Mpa, com uma razao molar variando de 6:1 a 12:1 de metanol / algas. Para esse sistema, 90%
da conversdo para biodiesel foi observada em 40 minutos (MANI RATHNAM; MADRAS,
2019). A presenga de excesso de metanol facilita a reacdo-difusdo com rompimento das
paredes celulares das algas, sendo este excesso benéfico para atingir altas taxas de conversao.
Da mesma forma, valores mais elevados de temperatura e pressdo favoreceram a reagdo de
transesterificagdo. Como pressao supercritica, valores acima de 20 Mpa resultaram em um

aumento insignificante na conversao.

Por outro lado, algumas aplicagdes de transesterificacio com microalgas que se
aproximam das condi¢des supercriticas do metanol sem a maior concentragao da razdo molar
alcool / biomassa das microalgas promovem a maior significancia estatistica da producao de
biodiesel. Dentre eles, o estudo realizado por (MOHAMADZADEH SHIRAZI;
KARIMI-SABET; GHOTBI, 2017), que utilizou a matéria-prima da microalga seca Spirulina
platensis, avaliando a presenca de hexano como solvente de reacdo. A metodologia de
superficie de resposta apresentou 32 experimentos, variando o rendimento final do estudo de
0,44 a 99,32% de conversao em FAMEs. Segundo a analise ANOVA, os parametros de reagao
que mais impactaram os experimentos foram o tempo de reagdo, a temperatura e a relagao
entre 0 hexano e a massa seca de microalgas. Diferentemente dos demais trabalhos aqui
consultados, a razdo molar entre dlcool e microalgas e o teor de umidade apresentaram os
menores indices de significancia estatistica na metodologia abordada (MOHAMADZADEH
SHIRAZI; KARIMI-SABET; GHOTBI, 2017).

No mesmo estudo, foram avaliadas as interagdes entre os pardmetros de reagao.
Para tempos de rea¢do acima de 30 minutos, observou-se diminui¢do na sintese dos FAMEs
com maior relacdo metanol/biomassa de microalgas. Isso pode ser explicado pela pressao
critica do sistema com a maior quantidade de metanol, que forma uma mistura de
triglicerideos de fase homogénea de menor densidade (JAZZAR et al, 2015;
MOHAMADZADEH SHIRAZI; KARIMI-SABET; GHOTBI, 2017). A presencga de hexano
na reagdo também ¢ prejudicial a sintese de biodiesel apos mais de 30 minutos, pois o hexano

auxilia o metano na extracao de lipidios em situagdes subcriticas, desejaveis apenas nos
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minutos iniciais de transesterificagdo (ABEDINI NAJAFABADI; VOSSOUGHI; PAZUKI,
2015). Para promover a sintese de carbonato de glicerol e triacetina, usados como aditivos em
polimeros, cosméticos, alimentos € combustiveis, Rathnam e Madras (MANI RATHNAM,;
MADRAS, 2019) também utilizaram carbonato de dimetila e acetato de metila como agentes
metilicos. Conversdes acima de 50% foram obtidas usando carbonato de dimetila ap6s 30
minutos, enquanto conversdes acima de 40% foram obtidas com acetato de metila apds 40
min, ambas as reagdes a 643K e 20MPa (ILHAM; SAKA, 2010; LAMBA et al., 2017; MANI
RATHNAM; MADRAS, 2019; SAKA; ISAYAMA, 2009). Assim, o estudo constatou que, em
condi¢des supercriticas para o agente metilico, a transesterificagdo do 6leo de microalgas ¢
favorecida com o metanol, com a energia de ativacao (E) da reacao E,..i acetato™ Edimetil carbonato™

Eetansl ILHAM; SAKA, 2010; LAMBA et al., 2017; SAKA; ISAYAMA, 2009).

Aghilinategh et al. (AGHILINATEGH; BARATI; HAMADANIAN, 2019)
estudaram a produ¢do de biodiesel com transesterificacdo da microalga Chlorella vulgaris na
presenga de CaO / TiO: nano-fotocatalitica e 4gua subcritica. Neste estudo, TiO:z, CaO / TiO: e
agua para metanol supercritico somaram o rendimento total do produto a 51,6% e a producdo
de FAMEs a 28,1%. Segundo os autores, o desempenho do sistema subcritico da dgua e do
metanol supercritico facilita a difusdo da biomassa no meio de reagdo. Facilita a transferéncia
de massa na superficie do biocatalisador. A presenca de CaO com agua também facilitou a
produ¢ido de CH:O, dado que os ions O provocam a liberagdo de fons H" do metanol e
promovem a producdo de anions metoxido, que catalisam a reagdo de transesterificagao

(AGHILINATEGH; BARATI; HAMADANIAN, 2019).

Na produgdo de biodiesel usando Nannochloropsis oculata microalga imida, o
etanol foi estudado na extragdo lipidica e transesterificacdo de CO: supercritico em uma tnica
etapa (JAFARI et al., 2021). Conforme o estudo, a adi¢ao de 4gua em amostras de microalgas
entre 6 a 80% em relacdo ao peso das microalgas pode diminuir a conversao do biodiesel em
25% (JAFARI et al., 2021). Porém, em altas temperaturas iguais ou superiores a 150 °C, a
sintese dos produtos ndo ¢ anulada pelo teor de 4gua. A otimizacao da reagdo foi alcangada
com 150 bar, 120 min de reagdao e¢ 150 °C, obtendo-se 0,253 g de biodiesel por grama de
microalga seca. O uso do etanol para extragdo de 6leo de microalgas e como meio de reagao
para producdo de biodiesel também ¢ observado na literatura. Em (JAFARI et al., 2021), a
extracdo do bio-0leo da microalga Halamphora coffeaeformis parcialmente seca com etanol

obteve maiores rendimentos em comparacao com o solvente n-hexano (26% em peso e 21,1%
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em peso). A transesterificacdo dos lipidios com etanol supercritico ocorreu a 150 bar, a 305
°C em 40 minutos, obtendo-se 56,1 + 2,1% de biodiesel por massa de biomassa processada.
Com o uso do solvente padrao n-hexano, dadas as mesmas condi¢des de reagdo, a etandlise
supercritica apresentou valores de conversao entre 35% em peso a 71,7% em peso (JAFARI et
al., 2021). Conforme observado em estudos anteriores, o uso de condi¢des supercriticas em
reacOes de transesterificacdo oferece vantagens empolgantes como a facilidade de separagao
do produto final, reagdes com periodos curtos e a ndo utilizagao de catalisadores. No entanto,
os altos valores dos pardmetros de reagdo como temperatura, pressdo e razdo molar
6leo/alcool podem inviabilizar economicamente o processo de producdo do biodiesel
(JAFARI et al., 2021). Assim, estudos utilizando co-solventes também podem ser observados
na literatura, o que promove solubilidade entre triglicerideos e metanol, tornando a sintese de
biodiesel em condi¢cdes mais amenas (JAFARI et al., 2021). Propano, diéxido de carbono e

etano sdo exemplos de co-solventes.
3.6. Sistemas de Liquidos I6nicos

Liquidos 16nicos (ILs) sdo sais organicos liquidos originados inteiramente de
cations e anions, que podem ser usados para substituir catalisadores quimicos para um
processo ambientalmente amigdvel (TANG; BAKER; ZHAO, 2012; ULLAH et al., 2018).
Entre algumas vantagens, os liquidos i6nicos apresentam boa estabilidade térmica, dissolvem
compostos organicos e inorganicos, facilidade de separagdo ao final da reagdo e produtos de
alta pureza (LOZANO et al, 2020; ONG et al., 2021; PATRA; SAMANTA, 2012;
PIEMONTE et al., 2016). Os ILs podem ser usados como transportadores de enzimas € como
o proprio catalisador. Nas reacdes de transesterificag@o, os ILs usados como catalisadores sdo
introduzidos em um sistema bifasico, com o biodiesel produzido e os subprodutos da reacao
de transesterificacdo, que estdo em uma fase inferior, com restos de metanol e liquidos i6nicos
(CHOI et al., 2014; PIEMONTE et al., 2016). O biodiesel ¢ facilmente separado das outras
fases, mas a fase contendo ILs, alcool e glicerol necessita de sucessivas etapas de purificagdo
para ser aplicada na industria farmacéutica e cosmética (LIU et al., 2012; ULLAH et al.,
2018). Finalmente, os ILs sdo secos e reutilizados em outra reacao de transesterificagdao (como

mostrado na Figura 14) (WU, 2017).
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Figura 14: Uso de Liquidos I6nicos na reacdo de transesterificagdo do 6leo de microalgas. As reagdes utilizaram
ILs como catalisadores introduzidos em um sistema bifasico, com o biodiesel produzido e os subprodutos da
reagdo de transesterificacdo, que estdo em uma fase inferior com os residuos de metanol e liquidos idnicos (LIU
etal., 2021).
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Fonte: MOTA (2021).

Assim, as caracteristicas unicas dos LIs promovem o uso desses sais como
solventes em reacdes de esterificacdo de Oleos vegetais e transesterificagdo de gorduras
animais residuais (DUPONT, 2011; GUO et al., 2012; LOZANO, 2010). Em alguns estudos,
o uso de ILs para dissolver celulose ¢ vantajoso para a extracdo de oleo de microalgas,
promovendo a transesterificacdo in situ de lipidios no biodiesel e a ruptura da parede celular
de algas (BAUER et al., 2017; CHOI et al., 2014; LOZANO et al., 2011; ORR et al., 2016;
SHANKAR et al., 2017; SUN et al., 2018b). Em outros estudos, as caracteristicas soliveis em
substancias organicas e inorganicas potencializam o uso de LIs com biocatalisadores para
projetar processos bifasicos com maior grau de pureza do produto e biocatalisadores
reutilizaveis (LOZANO; BERNAL; VAULTIER, 2011). Logo, (SUN et al., 2018b)
-Butil-3-metilimidazélio hidrogenossulfato [Bmim] [HSO4] foi usado como um catalisador
para a reacao de transesterificacao in situ de 6leo de microalgas. Para ambas as biomassas de

microalgas secas, os aumentos de temperatura iniciais de 100 °C refletiram um aumento na
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conversao de 27% em peso a 200 °C. Na reagdo, a agua influenciou negativamente na
conversao em FAMEs, dado que as moléculas de dgua competem com os ILs pelas ligacdes
de hidrogénio da celulose, dificultando a dissolugao da parede celular das microalgas (SUN et
al., 2018b). Além disso, o teor de agua pode reduzir a acidez dos ILs, reduzindo a catalise da
reacdo (SUN et al., 2018b). Da mesma forma, o efeito da razdo molar [Bmim] [HSO4]/algas
secas foi prejudicial ao rendimento da reacdo na faixa de 0-0,6 ILs / biomassa de algas. Nesse
sentido, pode-se considerar que o aumento de ILs diminui a interagao entre metanol e lipidios,
pois enquanto o alcool se dissolve em [Bmim] [HSO4], o0 mesmo nao ocorre com os lipidios
(SUN et al., 2018b). Além disso, [Bmim][HSO4] ¢ incapaz de realizar a transesterificagdo in
situ de forma satisfatoria, pois ndo ha producdo de ions H" com biomassa seca (SUN et al.,

2018b).

Embora fosse inicialmente do interesse dos pesquisadores, os TIs ganharam
destaque em diversos tipos de pesquisa em torno de 20 anos apos o primeiro trabalho. Nas
industrias, o uso de LIs em comparacio aos solventes tradicionais s6 o torna viavel devido as
reciclagens sucessivas possiveis € ao baixo valor de despejo no meio ambiente (ULLAH et
al., 2015, 2018). Dessa forma, as reagdes de transesterificacdo para producdo de biodiesel
com LIs também reduzem os impactos ambientais causados pelo despejo de catalisadores
homogéneos, promovendo um processo industrial economicamente benéfico e

ecologicamente correto (ULLAH et al., 2018).
4. Desempenho do motor de biodiesel de microalgas

No contexto atual em que o 6leo diesel tem sua plena aplicagdo na sociedade, a
busca por solugdes de substituicdo do oOleo diesel tem proporcionado expectativas de
biocombustiveis sustentaveis (DESHMUKH; KUMAR; BALA, 2019; NAUTIYAL;
SUBRAMANIAN; DASTIDAR, 2014). Devido as instabilidades, o motor movido a biodiesel
de microalgas resultard em crescimento econdémico, sendo usado como combustivel
alternativo a partir da biomassa de microalgas, assim utilizado como uma possivel saida para
a substituicdo do diesel (KALE; PATLE; KALAMBE, 2021; RAJESH KUMAR;
SARAVANAN, 2015; TUCCAR; OZGUR; AYDIN, 2014). A conversio do motor diesel tem
maior eficiéncia, principalmente a poténcia do motor, e produz altos niveis de gases poluentes
ao meio ambiente (RAJESH KUMAR; SARAVANAN, 2015). Para diminuir os impactos
negativos gerados por gases toxicos, novas tecnologias t€ém sido desenvolvidas para reduzir

hidrocarbonetos, monodxido de carbono, 6xidos de nitrogénio, por exemplo (KRISHANIA et
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al., 2020). Devido as novas tecnologias aplicadas, o biodiesel ¢ uma alternativa para reduzir
os impactos desses gases (ISLAM et al., 2015; ISLAM; HEIMANN; BROWN, 2017,
RAJAK; VERMA, 2018; WANG et al., 2016).

O biodiesel de terceira geracdo chama a atencdo de diversos pesquisadores,
investigado para biodiesel de microalgas com base no padrdo de desenvolvimento de
diferentes espécies de algas (RAJAK; VERMA, 2018). O solvente hexano é amplamente
utilizado para extragao de 6leo de microalgas pela reagdo de transesterificagdao para obtengao
de biodiesel (NAUTIYAL; SUBRAMANIAN; DASTIDAR, 2014). Logo, o uso de motores
de combustdo para varios meios, como industrializacdo, energia, transporte, vem como 6leo
vegetal, de algoddo, de mamona, de linhaga, de cozinha residual, de colza, de palma, de soja,
coco e microalgas (NAUTIYAL; SUBRAMANIAN; DASTIDAR, 2014; RAJAK;
NASHINE; VERMA, 2019a; RAJAK; VERMA, 2018). A variedade de 6leos diversos traz as
possibilidades de combustiveis alternativos e sustentaveis produzidos a partir da
transesterificagdo dos oleos (RAJAK; NASHINE; VERMA, 2019a). A produ¢do do motor
biodiesel a partir das caracteristicas do motor diesel empregadas da mistura de éster
metilico/diesel da Mahua, foram obtidas a partir das misturas de biodiesel aumentadas, € com
isso ocorreu uma redu¢do na emissdo de monoxido de carbono e hidrocarbonetos (GOZMEN
SANLI; OZCANLI; SERIN, 2020). Portanto, houve um rapido aumento no consumo de
combustivel e emissdo de NOx quando comparado ao diesel e a taxa de mistura utilizada foi
de 20%, aumentando assim a eficiéncia térmica do motor, embora o consumo especifico de
energia pelo freio tenha sido reduzido quando comparado ao motor diesel (GODIGANUR;
SURYANARAYANA MURTHY; REDDY, 2009; RAJAK; NASHINE; VERMA, 2019a).
Essas caracteristicas do motor a diesel de éster metilico de 6leo Mahua foram analisadas em
rotacao do motor constante (KNEZEVIC et al., 2015).

A mistura de 6leo combustivel-diesel do B20 ¢ comparada ao diesel em motores a
diesel de injecdo direta de quatro tempos. Nesse caso, o experimento foi realizado com cargas
de 50% e 75% em diferentes rotagdes do motor. Portanto, a poténcia e o torque do motor € o
consumo especifico de combustivel (SFC) podem aumentar em cerca de 8% a 75%, e a
rotagdo do motor aumenta, mas o atraso na igni¢ao cai para 7%. Assim, ha uma redu¢@o na
emissdo de 6xidos de nitrogénio (NOx) e uma reducdo de 28% na emissdo de NOx para B20 a
1.500 rpm em ambas as cargas, além dos aumentos de didéxido de carbono (CO:) e mondxido
(CO) (AWAD et al., 2017, RAJAK; VERMA, 2018). Ao destacar a pesquisa das
caracteristicas da mistura do motor diesel com o biodiesel de soja, comprovou-se o melhor

desempenho da mistura B20. Os resultados comprovaram uma redu¢do da fumaga Bosch em
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24,35% e na emissdo de NOx em 10,53% em condi¢des de operacao (AL-DAWODY;
BHATTI, 2013; KARTHIKEYAN et al., 2020).

O comportamento de combustdo estudado no motor a biodiesel de microalga
prova uma redugdo significativa na emissdo do motor, mas aumentando a emissdo de NOx.
Além disso, o efeito da velocidade e carga do motor na queima de biodiesel de algas em um
motor a diesel ¢ significativo, pois produz menos torque do que o diesel e maior custo de
liberacao de calor em comparagdo com um motor a diesel (ISLAM et al., 2015). Portanto,
B10, B20 e B50 sob diferentes condi¢des de carga em um biodiesel de algas com motor
cilindrico poderdo ser usados para reduzir a pressdo do cilindro e a emissdo de torque em
4,5% (PILOTO-RODRIGUEZ et al., 2017). Portanto, atrasar o tempo de injegdo de biodiesel
pode melhorar a produg¢do de energia do motor de microalgas. Logo, se o aumento do
consumo de combustivel especifico do freio (BSFC) ocorre devido ao menor valor calorifico,
ele reduz significativamente o baixo teor de enxofre (BTE) em 4% em cargas elevadas
(HAIK; SELIM; ABDULREHMAN, 2011; WEI; CHEUNG; NING, 2017). Ao considerar os
fatores que podem afetar a taxa e a elevacdo da onda de pressao no cilindro, as analises foram
realizadas em um motor PD, 6leo de microalga natural e biodiesel, comprovando redug¢do no
desempenho do motor e intensificagdo do ruido do motor (WANG et al., 2016). O
desempenho ¢ a emiss@o do motor PD também foram avaliados usando biodiesel de soja e
microalgas (Chaetoceros gracilis), levedura e bactérias em condi¢des operacionais limitadas.
Onde o efeito nas emissdes de escapamento resultou em condigdes sem carga a 3500 rpm,
portanto, o biodiesel de algas testado em um motor a diesel pode ser usado como um
biocombustivel alternativo em motores de combustao interna (IC) com menos produgdo de
gas espacial durante as emissdes (AL-LWAYZY; YUSAF, 2017; LI et al., 2017; RAJAK;
NASHINE; VERMA, 2019b, 2020).

O efeito da adicdo de butanol foi avaliado por testes de motor diesel para as
misturas de microalgas biodiesel-diesel. As misturas continham 20% de microalgas de
biodiesel em diferentes quantidades de diesel e butanol. Assim, a poténcia e o torque de saida
do motor quando o butanol foi adicionado mostraram-se reduzidos para as misturas de
microalgas biodiesel-diesel. Logo, a emissdo de gases de escape de CO e NOx provou
melhorias com o resultado do butanol em que o menor valor calorifico (LHV) e a duragdo da
injecdo fixa (RAJAK et al., 2020; TUCCAR; OZGUR; AYDIN, 2014). Com a reducio do
monoxido de carbono pela adicdo de butanol, o biodiesel demonstrou maior disponibilidade
de oxigénio, devido a essa combustdo completa. No entanto, a pesquisa comprovou um

aumento nas emissdes de NOx quando misturado com B20 o éster metilico da microalga
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devido ao aumento na temperatura de combustio devido a propor¢ao de oxigénio no biodiesel
(TUCCAR; OZGUR; AYDIN, 2014; WANG et al., 2016). O destaque do uso do biodiesel em
100% microalgas no motor diesel ndo revestido prejudicou os parametros de desempenho de
poténcia de frenagem, torque, BTE do motor, consumo especifico de combustivel do freio
(BSFC) e temperatura dos gases de escape. No entanto, a segregagdo de mondxido de carbono
(CO), didxido de carbono (CO-:) e 6xidos de nitrogénio (Nox) reduziu quando comparada ao
oleo diesel (WEI; CHEUNG:; NING, 2017). O uso de 6leo cru de microalgas e éster metilico
tem propriedades fisico-quimicas de combustivel diesel em que a injecdo de combustivel
causa reducdo de torque, mas aumenta o ruido do motor diesel. Portanto, o processo de
otimizagdo dos parametros prejudica o desempenho do petroleo bruto de microalgas

(KRISHNA KOLLI et al., 2019).

A cinética quimica do butanoato de metila pode ser apresentada como
caracteristica do biodiesel. Porém, quando se trata de espécies simples, ndo sdo consideradas
adequadas em caracteristicas de combustdo do biodiesel devido ao comprimento insuficiente
da cadeia. Portanto, para resolver este problema, um modelo de oxidagdo foi desenvolvido
combinando misturas de decanoato de metila, 9-decanoato de metila e n-heptano para
combinar os combustiveis da relacdo carbono/hidrogénio/oxigénio (WANG et al., 2016). O
uso de misturas alcool-diesel pode discutir questdes energéticas e impactos ambientais, dado
que os alcoois podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis e reduzir os efeitos das
emissoes gasosas devido a sua composi¢do oxigenada (KARABEKTAS; HOSOZ, 2009).
Portanto, motores de igni¢cdo por compressdo com uso de alcool apresentam diversas
dificuldades devido ao baixo nivel de cetano, alto calor latente do processo de vaporizagao,
faixa de atraso de ignicao, baixa miscibilidade, instabilidade da mistura e baixas propriedades
lubrificantes que causam seu uso em motores diesel (CAMPOS-FERNANDEZ et al., 2012;
KHASIM SHARIF; NAGESWARA RAO; JAGADISH, 2020). Além disso, para superar
essas deficiéncias do motor diesel, diversas técnicas tém sido utilizadas, como as emulsoes
alcool-diesel, dupla inje¢do e misturas alcool-diesel. Dessa forma, o uso de alcool tem
despertado interesse, pois seus resultados mostram que o butanol-diesel reduz as emissdes de
fuligem e mondxido (CO) com leve impacto no desempenho do motor diesel (OZSEZEN et

al., 2011).

5. Aspectos econdomicos do biodiesel microalgas
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Estudos de demanda de energia, com foco na apresentacdo de cenarios de evolugdo do
consumo de energia em horizontes de longo prazo, t€m sido realizados globalmente para
antecipar possiveis inovacdes e eventos que podem produzir mudancas significativas na
sociedade e sua relagdo com a energia. Segundo o Conselho de Energia (2013), o futuro da
energia primaria em 2050 mostra que, embora o consumo de combustiveis fosseis ainda seja
dominante, as taxas de crescimento serdo maiores para as fontes de energia renovaveis.
Combustiveis derivados de biomassa tém papel importante nesse cendrio. Dentre os
combustiveis renovaveis mais promissores, destaca-se o biodiesel, mistura de ésteres
metilicos ou etilicos de acidos graxos produzida pela reacdo de um 6leo, ou gordura com
alcool na presenga de um catalisador (CHANGMALI et al., 2020; FARUQUE; RAZZAK;
HOSSAIN, 2020; NORJANNAH et al., 2016). O biodiesel pode ser utilizado puro ou em
misturas para motores de ciclo diesel, sendo em alguns aspectos, comparativamente ¢ menos
poluente que o diesel (DATTA; MANAL, 2016; PALANI et al., 2020).

A biomassa de microalgas ¢ considerada uma matéria-prima com grande potencial
para a produgdo de biodiesel devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, semelhantes as
dos oleos vegetais (BATISTA et al., 2018; GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009).

Microalgas sdo organismos aquaticos fotossintéticos unicelulares que usam energia
solar para fotossintese, convertendo energia solar em energia quimica armazenada (KHAN;
SHIN; KIM, 2018; PINNOLA; FORMIGHIERI; BASSI, 2017). Esses microrganismos tém
uma enorme capacidade de produzir biomassa por unidade de area e tempo. Diferentes
investigagdes mostram que as microalgas t€ém o maior potencial para a extragdo de o6leo
vegetal para biocombustiveis devido a sua alta densidade lipidica em comparagdo com

sementes oleaginosas, como canola, soja, girassol, etc., conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7: Comparagdo de microalgas e outras fontes de dleo para producdo de biodiesel (Adaptado de MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010). Os diferentes tipos de 6leos mostram que as microalgas apresentam o maior
potencial de extracdo de dleos vegetais para biocombustiveis devido a sua alta densidade lipidica em comparagéo
com as sementes oleaginosas.

Produtividade
Uso da terra

Teor de dleo do biodiesel

Producio de éleo (m? kg
Fonte de dleo por% de (kg de

(L 6leo Ha' ano ")  biodiesel’

matéria seca biodiesel

ano™)

ano™)
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Milho 44 172 66 152
Canhamo 33 363 31 321
Milho 18 636 18 562
Jatropha 28 741 15 656
Camelina 42 915 12 809
Canola 41 974 12 862
Girassol 40 1070 11 946
Mamona 48 1307 9 1156
azeite de dendé 36 5366 2 4747
Microalgas
(baixo teor de 30 58700 0.2 51927
6leo)
Microalgas (teor
. 50 97800 0.1 86515
médio de 6leo)
Microalgas (alto
70 136900 0.1 12110

teor de 0leo)

Fonte: Adapted de MATA; MARTINS; CAETANO, (2010).

Comparando-as com a oleaginosa com maior rendimento de 6leo — a palma — ha um
fator de vantagem de 25 vezes quando as algas sdo cultivadas em lagoas ou tanques
(DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2010). Dessa forma, as microalgas poderiam teoricamente
produzir mais 6leos por hectare e reduzir a escassez de biocombustiveis (BOSNJAKOVIC;
SINAGA, 2020). De acordo com Chia et al. (CHIA et al., 2018), as microalgas poderiam
idealmente produzir até¢ 150 toneladas de oleo por hectare por ano. Porém, apesar da
flexibilidade e da maior produgdo por area e tempo, um dos maiores impasses na produ¢do de
biocombustiveis de microalgas diz respeito a viabilidade econdomica (CHIA et al., 2018;
KHAN; SHIN; KIM, 2018). Os custos de producao de biodiesel de microalgas sao altos e
excedem os custos de produgdo de combustiveis derivados do petréleo e até mesmo do
biodiesel produzido a partir de outras matérias-primas (ALISHAH ARATBONI et al., 2019).
Em margo de 2021, o prego do 6leo combustivel nos EUA era de cerca de US $1,16 / litro,
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bem abaixo do preco estimado de 10.000 toneladas de microalgas com 30% de lipidios, sendo
de cerca de US$ 2,80/litro, que inclui conversdo, impostos, e custos de “marketing” (CHIA et
al., 2018).

A anélise economica da produgdo de biodiesel de microalgas ¢ baseada na estimativa
de investimento de capital, custos operacionais e ganhos ou vendas (BRANCO-VIEIRA et al.,
2020b). Para alcancar a viabilidade econdmica e ambiental, que constitui um dos principais
desafios para a implementagdo de uma refinaria de biocombustiveis de microalgas, ¢
necessario considerar alguns fatores como a disponibilidade de matéria-prima; métodos de
menor custo que maximizem a produg¢do sdo necessarios, dado que as etapas de separacao das
microalgas e extracdo dos dleos sdo onerosas devido a alta demanda de energia e aos pregos
envolvidos; outro fator significativo que afeta a economia do biodiesel de microalgas ¢ a
produtividade lipidica das cepas de microalgas utilizadas (COELHO et al., 2019; DEPRA et
al.,, 2018; KOYANDE et al., 2019; SILVA; BERTUCCO, 2019); além da qualidade do
biodiesel de microalgas para atender aos requisitos da norma de combustiveis (HARISKOS;
POSTEN, 2014; NAGARAJAN et al., 2013).

O teor de oleo das microalgas ¢ influenciado por pardmetros de crescimento, como
fornecimento de nutrientes e condi¢des ambientais (PEDRUZI et al., 2020). A maioria dos
lipidios gerados a partir de microalgas estdo na forma de triacilglicerdis (NZAYISENGA et
al., 2020). Os acidos graxos presentes nas algas podem ser de cadeia curta e longa, enquanto
os acidos graxos de cadeia curta sdo ideais para a producdo de biodiesel (BATISTA et al.,
2018). Portanto, entre os Oleos vegetais, a composi¢cdo de lipidios e triglicerideos varia,
portanto, suas propriedades fisico-quimicas variam (por exemplo, estabilidade a oxidagdo). O
mesmo ocorreu com o 6leo extraido de diferentes microalgas e condigdes de cultivo variadas
(COELHO et al., 2019; TAHER et al., 2014), conforme mostrado na Tabela 8. Algumas
espécies de microalgas, como Botyrococcus sp., podem produzir 90% do teor de lipidios por

peso da matéria seca (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Tabela 8: Teor de 6leo por porcentagem do teor de matéria seca de diferentes espécies de microalgas (Adaptado
de (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010) e (CHEN et al., 2018a)). A composi¢do dos diferentes dleos vegetais
varia nas taxas de lipidios e triglicerideos, influenciando suas propriedades fisico-quimicas.

Espécies de Teor de 6leo por% Espécies de Teor de 6leo por%

microalgas de matéria seca microalgas de matéria seca
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Botyrococcus sp. 25-90 Monallanthus salina >20
Chlorella 23-55 Nannochloris sp. 20-35
protothecoides
Chlorella sp. 28-32 Nannochloropsis sp. 21-68
Chlorella sorokiriana 19-22 Neochloris 35-54
oleoabundans
Chlorella vulgaris 5-58 Nitzschia sp. 16-47
Cylindrotheca cohnii 20 Phaeodactylum 18-57
tricornutum
Cylindrotheca sp. 16-37 Porphyridium 9-18.8
cruentum
Dunaliella primolecta 23 Scenedesmus obliquus 11-55
Dunaliella salina 14-20 Scenedesmus sp. 19-22
Dunaliella tertiolecta 16.-71 Schizochytrium sp. 50-77
Euglena gracilis 14-20 Spirulina maxima 4-9
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Isochrysis sp. 25-33 Spirulina platensis 4-16.6

Fonte: Adaptado de MATA; MARTINS; CAETANO, 2010 e CHEN et al., (2018a)

Franco et al. (FRANCO et al, 2013), explicam que o teor de 6leo por percentagem de
matéria seca encontrada em diferentes espécies de algas pode variar entre 1-70% em peso
seco, dependendo da selecdo das condig¢des de cultivo da linhagem e do estresse ambiental.
Segundo os autores, as condi¢des de deficiéncia de nutrientes e anaerobiose sio
estrategicamente aplicadas nas lavouras para aumentar a produgdo de lipidios (FRANCO et
al., 2013). Apesar dos valores expressivos no percentual de lipidios de diversas microalgas, ¢
possivel aumentar esses valores para auxiliar na viabilidade econdmica da producdo de
biodiesel a partir do 6leo de microalgas (ALISHAH ARATBONI et al., 2019; CHIA et al.,
2018). Esse resultado pode ser obtido por meio da aplicagdo de condicdes de estresse
(deficiéncia de nutrientes, anaerobiose, temperaturas extremas) durante a fase de crescimento
da biomassa das microalgas, que ocorre na segunda fase; na primeira etapa, na fase de cultivo,
sdo necessarias condi¢cdes adequadas para maximizar o crescimento celular (MIRIZADEH;
NOSRATT; SHOJAOSADATI, 2020; SHOKRAVI et al., 2020). A deplecao de nitrogénio no
cultivo de microalgas produz um aumento na produtividade da biomassa, levando a um
aumento na produtividade dos lipidios totais (YAAKOB et al., 2021). A privagdo de
nitrogénio ¢ a estratégia mais comumente utilizada para desencadear o acimulo de lipidios
nas microalgas (CHEN et al., 2011). Isso ocorreu porque, ao aumentar o enriquecimento do ar
com CO:, houve uma ligeira tendéncia de aumentar tanto o teor de lipidios totais quanto a
produtividade em biomassa (CORDEIRO et al., 2017; ELOKA-EBOKA; INAMBAO, 2017).
Porém, a producao de lipidios pode ser afetada por fatores ambientais, como temperatura, pH
e salinidade (MIRIZADEH; NOSRATI; SHOJAOSADATI, 2020).

Além disso, o processo de producdo de biocombustiveis precisa ser simplificado,
reduzindo o custo de producdo por meio do cultivo e colheita de microalgas mais eficientes
para tornar o processo de custo competitivo com combustivel a base de petroleo (MISRA et
al.,, 2016; RAWAT et al., 2013). O cultivo de microalgas requer um meio que fornece trés
macronutrientes: nitrogénio, fosforo e carbono (HAIK; SELIM; ABDULREHMAN, 2011;
PILOTO-RODRIGUEZ et al., 2017). A fonte de carbono, especificamente, depende do
metabolismo especifico de cada espécie de microalga que pode ser cultivada nos modos

autotroficos, heterotréfico e mixotrofico, sendo a diferenca entre essas modalidades de cultivo
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na fonte de energia e de carbono (COELHO et al., 2019). Quando autotréficos, utilizam luz e
carbono inorganico para obter energia quimica por meio da fotossintese (WANG; YANG;
WANG, 2014). Por meio do carbono organico as plantas heterotroficas obtém energia e
carbono. Os mixotréficos utilizam compostos organicos e dioxido de carbono e os
fotoheterotroficos precisam de luz quando sua fonte de carbono ¢ um composto organico
(ZHAN; RONG; WANG, 2017).

Também sdo necessarios micronutrientes como silica, célcio, magnésio, potassio,
ferro, zinco, cobalto, entre outros (CHRISTENSON; SIMS, 2011). Amaro et al. (AMARO;
GUEDES; MALCATA, 2011) explicam que uma das causas do alto custo de producdo do
biodiesel de microalgas advém da necessidade de fornecimento de abundantemente desses
nutrientes na fase de cultivo e alto consumo de dgua (AMARO; GUEDES; MALCATA,
2011). Visando reduzir o custo de producdo de biodiesel a partir de microalgas com cultivo
heterotréfico, foram consideradas fontes de carbono mais baratas, como gas de combustdo,
associadas ao uso de aguas residuarias (ALISHAH ARATBONI et al., 2019; CHINNASAMY
et al.,, 2010), para nutrientes, como nitrogénio ¢ fosforo. As aguas residuais de esgoto
residencial, industrial e agricola, apds tratamento prévio (fisico e/ou quimico), podem ser
utilizadas isoladamente ou como aditivo no cultivo de microalgas, o que acabaria por reduzir
custos tanto no tratamento de 4gua quanto na producio de biodiesel (COELHO et al., 2019;
TORRES et al., 2018). Segundo (GOUVEIA et al., 2016), as microalgas liberam oxigénio
durante a fotossintese, que seria utilizado por bactérias no tratamento de efluentes;
consequentemente, reduzindo os custos de aeracdo do meio nesse processo (GOUVEIA et al.,
2016). O cultivo de microalgas pode ser realizado em diversos tipos de biorreatores, como
lagoas abertas (lagoas circulares ou com canais) ou sistemas fechados como fotobiorreatores
(PBR) (PINHO et al., 2017; WANG; LAN; HORSMAN, 2012). Esta etapa ¢ importante para
a viabilidade do processo, dado que o cultivo adequado resulta em menores custos de
implantacao/operacdo e maior producdo de biomassa. Da mesma forma, a otimizagdo de
processos € a modelagem, e simulagdo de um biorreator sustentavel podem tornar a produgdo
em larga escala mais vidvel economicamente. Normalmente, os biorreatores requerem altos
investimentos em sistemas de controle sofisticados para monitorar o crescimento de
microrganismos (GALVANAUSKAS et al., 2019). O cultivo de microalgas em lagoas abertas
ou tanques abertos (canal adutor) ¢ mais simples e economicamente viavel por apresentarem
menores custos de instalacdo e operacao para atender as necessidades do processo de cultivo
(COSTA et al., 2019). Nesse sistema, 0os microrganismos crescem em superficies rasas, com a

disponibilidade de energia solar e oxigénio livre (COSTA et al., 2019). Eles podem ser
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construidos de plastico ou concreto com uma pa de agitagdo que evita que as células se
acomodem. O CO: necessario pode ser obtido diretamente da atmosfera por aeradores de
superficie ou submersos conforme apresentado por (BRENNAN; OWENDE, 2010;
DASGUPTA et al., 2010). Tanques abertos sdo adequados para microalgas sobrevivendo em
condi¢des extremas (alto pH e salinidade) ou que crescem rapidamente (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Por outro lado, fotobiorreatores em sistema fechado (PBR), mais adequados para o
cultivo de microalgas sensiveis a contaminagdo, apresentam maiores custos de produgdo
(WANG; LAN; HORSMAN, 2012). A reduc¢ao do alto custo do PBR em sistema fechado esta
condicionada ao uso de materiais mais baratos (como o polietileno) ou a aplicagdo de painéis
de auto-sombreamento para permitir maior eficiéncia fotossintética da cultura (WIJFFELS;
BARBOSA, 2010). A recuperacao da biomassa de microalgas, que geralmente requer uma ou
mais fases de separacdo de liquidos e s6lidos, ¢ uma fase desafiadora do processo de produgao
de biomassa de microalgas e corresponde a um percentual entre 20% ou 30% dos custos totais
de producdo (MILLEDGE; HEAVEN, 2013). Os processos envolvidos incluem floculagao,
filtracdo, flotacdo e centrifuga¢do, que requerem muita energia. As baixas densidades
celulares (geralmente na faixa de 0,3 a 5 g-1) e o pequeno tamanho de algumas células de
microalgas tornam a recuperacdo da biomassa mais dificil. A selecdo da tecnologia de
colheita ¢ fundamental para a producdo econdmica de biomassa de microalgas (BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Além disso, outras etapas muito caras no processo de producdo de biodiesel de
microalgas sdo a secagem da biomassa ¢ a extragcdo do 6leo da microalga (DICKINSON et al.,
2017). Segundo Lam e Lee (LAM; LEE, 2012), a auséncia de umidade ¢ importante para a
reacdo de extragdo e transesterificagao do 6leo (LAM; LEE, 2012). A secagem a luz do sol ¢
considerada um processo simples e barato; no entanto, ¢ lento e requer grandes areas de
secagem, o que pode levar a sujeira e perdas de material (LAM; LEE, 2012). Além disso, essa
técnica ndo seria aplicavel em paises com invernos longos e altas taxas de chuva (ATNAW;
BIN CHE KU YAHYA; JAMA OUMER, 2017). A utilizagdao da secagem da biomassa através
do custo do combustivel inviabiliza o processo, dado que a energia utilizada para a secagem
seria superior a produzida como biodiesel. Da mesma forma, os métodos de liofilizagao e de
prateleira ainda sdo invidveis devido ao seu alto custo, o que ndo permitiria sua aplicacdo em
escala industrial (WIJFFELS; BARBOSA, 2010). Quanto ao método de extragdao, o processo
deve ser rapido e eficiente, além de delicado, de modo a reduzir a degradagdo de lipidios e

triacilglicerol (QUERO-JIMENEZ; ARIAS FELIPE; LOPEZ, 2020). Além disso, os
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solventes utilizados devem ser baratos, volateis (para serem removidos posteriormente), de
baixa toxicidade, puros, imisciveis em agua e seletivos (LEE et al., 2010). Existem alguns
métodos bem conhecidos de extragao de 6leo de sementes oleaginosas, como extracao por
fluido supercritico, extragdo enzimadtica e rota quimica, que também podem ser aplicados a
microalgas (MERCER; ARMENTA, 2011; MORADI-KHEIBARI et al., 2019; XUE et al.,
2020; YEN et al., 2015a).

Os processos quimicos utilizam solventes organicos como hexano, benzeno, etanol,
entre outros (RASHID et al., 2014). Apesar da alta eficiéncia alcancada com a extracao
quimica, apresenta como desvantagens a necessidade de excesso de solventes para baixas
concentragdes de biomassa, altos custos relacionados a recuperacdo do solvente utilizado e a
geracao de abundantemente de residuos. Além de possiveis alteracdes na composicao quimica
das substancias extraidas (KIM et al., 2013). De acordo com Viguera et al. (VIGUERA et al.,
2016), a técnica com fluidos supercriticos permite uma alta seletividade na extragdo. Esses
autores também afirmam que a eficiéncia estd relacionada a temperatura, pressao, tempo de
extracdo e fluxo de fluido (VIGUERA et al., 2016). O fluido supercritico mais utilizado ¢ o
CO:s., devido a temperatura relativamente baixa (31,1 °C) e pressao critica (72,9 atm) (KHAW
et al., 2017). Devido aos altos custos, esta técnica nao ¢ aplicavel em escala industrial. O uso
de enzimas para extracdo de dleo tem se destacado pela alta eficiéncia do processo e por nao
alterar quimicamente os lipidios. A desvantagem sdao os pregos elevados das enzimas
comerciais (LAM; LEE, 2012; MAT YUSOFF; GORDON; NIRANJAN, 2015; MWAURAH
et al., 2020).

Apesar do grande interesse dos atores econdmicos e cientificos na producdo de
biodiesel a partir de microalgas nos ultimos anos, ainda ha necessidade de agdes que possam
contribuir com o surgimento do biodiesel para obter viabilidade econdémica e se tornar
competitivo com os combustiveis convencionais derivados do petrdleo. Ser suficientemente
econdmico ainda ¢ um dos principais desafios para a implementagdo em larga escala de
biocombustiveis a partir de microalgas. Os custos de produ¢ao variam significativamente com
a escala e o sistema de produ¢do. Entre as a¢des que podem viabilizar a producao industrial
estdo investimentos em pesquisa, ado¢do de biorreatores sustentaveis, mudangas nas politicas
publicas que incentivem melhorias tecnoldgicas ou de processo que reduzam os custos finais
de produgdo, visto que as etapas de separacdo das microalgas e extracdo do petrdleo sao

bastante onerosas devido a alta demanda por energia e os custos de capital envolvidos.
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6. Aspectos ambientais do biodiesel microalgas

A biomassa de microalgas ¢ uma matéria-prima com grande potencial para a
producao de biodiesel (ABOMOHRA et al., 2016; CHEN et al., 2018b; GONG; JIANG,
2011). Conforme mencionado nos tdpicos anteriores, possuem alto teor de lipidios, rapida
taxa de crescimento e permitem o uso de terras ndo agricultdveis para o cultivo (GOUVEIA;
OLIVEIRA, 2009; VAZ et al., 2016). Além disso, eles também tém outras vantagens
ambientais, como a mitigacdo da emissao de CO-, seu uso potencial no tratamento de aguas
residuais e sua area de cultivo inferior ao dleo vegetal (AHMAD et al., 2011; AKUBUDE;
NWAIGWE; DINTWA, 2019; CHEAH et al, 2015, CHEN et al, 2011;
HERNANDEZ-GARCIA et al., 2019; HO et al., 2011; MAITY et al., 2014). O didxido de
carbono, o gas de efeito estufa mais proeminente, pode ser capturado e assimilado por plantas
fotossintéticas, entdo o cultivo de microalgas a torna uma forma ambiental mais sustentavel
de mitigacdo das emissdes de didxido de carbono (CHEAH et al., 2015; HO et al., 2011;
MAITY et al., 2014). Normalmente, 1 kg de producao de biomassa de microalgas requer 1,83
kg de CO: (RAHEEM et al., 2018). A captura desse gas ¢ um dos desafios ambientais mais
criticos hoje para empresas e governos em todo o mundo, ¢ uma alternativa possivel ¢
incentivar as industrias que emitem excesso de combustdo de gds durante suas operagdes a
usar microalgas para mitigar seu impacto ambiental e também gerar por produtos com valor

agregado em simultaneo (AKUBUDE; NWAIGWE; DINTWA, 2019; OLTRA, 2011).

Figura 15: Analise dos aspectos ambientais do biodiesel microalgas. A analise da produgdo de biodiesel a partir
de microalgas influencia diretamente nos aspectos socioeconomicos e ambientais da escala industrial.
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Considerando a anélise dos aspectos socioecondmicos e ambientais da produgdo
de biodiesel a partir de microalgas, eles podem crescer em agua salgada, lodo, contaminada
ou residudria em regides ndo cultivaveis, aridas e semi-aridas com péssimas condi¢des de
cultivo para plantas comuns (Figure 15) (AKUBUDE; NWAIGWE; DINTWA, 2019; APEL;
WEUSTER-BOTZ, 2015; ARIAS et al., 2018; BUONO et al., 2014; CHIARAMONTI et al.,
2015; RUSTEN; SAHU, 2011). Esta ¢ uma caracteristica essencial, dado que a necessidade de
nutrientes ¢ agua doce ¢ o maior contribuinte para o custo do cultivo de microalgas
(FAROOQ et al., 2015; GULDHE et al., 2019; SLADE; BAUEN, 2013). Nesse sentido, o uso
de aguas residudrias para a producdo de biomassa de microalgas vem ganhando interesse
(ARIAS et al., 2018; KADIR et al., 2018; RAHEEM et al., 2018). Os nutrientes essenciais da
microalga sdo nitrogénio, fosforo e microelementos encontrados em aguas residuais e
residuos liquidos (LI et al., 2020a; MARKOU; VANDAMME; MUYLAERT, 2014). Assim,
as microalgas podem ser utilizadas de forma eficiente para purificagdo de efluentes,
diminuindo a dependéncia de fertilizantes sintéticos; portanto, reduzindo os custos de cultivo
associados (FAROOQ et al, 2015, FARUQUE; RAZZAK; HOSSAIN, 2020;
MAKAREVICIENE; SENDZIKIENE; GAIDE, 2021). Utilizou matéria-prima de microalgas
cultivadas em 4gua residual para produzir biodiesel com Candida rugosa lipase imobilizada
como catalisador (GULDHE et al., 2019). Entre os varios modos avaliados, a produtividade
lipidica maxima de 57,03 mgL'd™" foi alcangada em condigdes de cultivo mixotrofico usando
um centro anaerébio (GULDHE et al., 2019). Os parametros de reacdo foram otimizados
usando metodologia de superficie de resposta, e a melhor conversao de 95,36% foi alcancada
a 50 °C, propor¢ao de metanol para 6leo de 3:1 e quantidade de enzima de 15% com base no
peso do o6leo. A lipase de C. rugosa imobilizada foi usada para cinco lotes sem muita
eficiéncia de conversdo (> 90%) (GULDHE et al., 2019). O biodiesel obtido apresentou a
maioria das propriedades conforme as normas ASTM e EN (GULDHE et al., 2019).

Vale ressaltar que a cultura de microalgas pode ter uma gama diversificada de
impactos ambientais positivos ou negativos, muitos dos quais sdo especificos para o local de
cultivo (PIRES et al., 2013; SLADE; BAUEN, 2013; UGGETTI et al., 2014; USHER et al.,
2014). O impacto do gerenciamento da dgua ¢ a preocupacdo essencial para a cultura de
microalgas, a 4gua consumida e as emissdes para os cursos da agua a partir do processo
(PIRES et al., 2013; SLADE; BAUEN, 2013; USHER et al., 2014). A manipulac¢do genética ¢
regularmente mencionada como um mecanismo para melhorar a eficiéncia da producao de

algas, mas cepas geneticamente manipuladas podem causar problemas para os ecossistemas
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das quais fazem parte (ALLISON A. SNOW, 2012; BEACHAM; SWEET; ALLEN, 2017;
CHEN et al, 2017; VERMA; KUILA, 2020). Essa estratégia pode atingir algumas
caracteristicas adicionais com o tempo, como a produ¢do de toxinas potentes, causando
alguns efeitos destrutivos no ecossistema circundante (ALLISON A. SNOW, 2012; CHEN et
al., 2017). A deficiéncia de recarga da 4gua subterranea, a polui¢do do solo, a poluicdo da
agua e as emissOes de GEE estdo entre os possiveis problemas ambientais (CHEN et al.,
2017; VERMA; KUILA, 2020). Assim, ¢ necessario prevenir € monitorar continuamente o
ambiente de cultivo de microalgas geneticamente modificadas e politicas publicas para
proteger os niveis minimos permitidos de substancias poluentes nos corpos d'agua (SLADE;

BAUEN, 2013; VERMA; KUILA, 2020).

As microalgas podem ser cultivadas de maneira mais rapida e continua do que as
plantas (BENEMANN, 1997; SINGH et al., 2014). Sua biomassa derivada geralmente tem
uma concentragio de lipidios por area de cultivo por um ano ¢é de 4,5 a 7,5 ton. ha™ ano™ to
7.5-ton. ha''y! (RAHEEM et al., 2018). Soja, colza e pinhdo-manso tém apenas 0,4-, 0,7- ¢
4,1-ton. ha' ano' (RAHEEM et al., 2018). Essa caracteristica poderia diminuir o uso da terra
para outras culturas tradicionais, reduzindo as disputas por alimentos como combustivel
(CAMPBELL; BEER; BATTEN, 2011; FARUQUE; RAZZAK; HOSSAIN, 2020). Apos a
extragdo lipidica, a biomassa residual pode ser utilizada como fertilizante, farinha de peixe,
biometano e producao de bioetanol (CAMPBELL; BEER; BATTEN, 2011; RAHEEM et al.,
2018). A valorizagdo dos subprodutos produzidos ¢ necessaria para fins ambientais e
econdmicos, para melhor competicio com as culturas vegetais e cadeias de produ¢do de

biodiesel de microalgas de baixo custo (PINTO et al., 2005; WANG; DAI, 2015).
7. Tendéncias futuras

Apesar das varias vantagens discutidas ao longo desta revisdao, os custos
associados ao biodiesel de microalgas ndo sdo competitivos atualmente com outras
matérias-primas (MONDAL et al., 2017; RIZWAN et al., 2018). O relatorio do Departamento
de Energia e Mudangas Climaticas concluiu que com o prego de produgdo atual do biodiesel
microalgal e o aumento esperado no custo do petrdleo, ele s6 se tornaria um substituto
econdmico para o diesel de petroleo em 2030 (KRISHANIA et al., 2020). Aqui estdo algumas
das pesquisas atuais que podem mudar o modelo de produgdo atual e, possivelmente, reduzir
os custos associados. A extracao de lipideos de microalgas umidas requer maior concentracao

de solvente para extragdo, implicando na utilizagao de reatores de extracdo maiores e mais
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energia para manter seu volume na temperatura adequada e recuperar o solvente (DATTA;
MANDAL, 2016; FARUQUE; RAZZAK; HOSSAIN, 2020; GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009;
PALANI et al., 2020). Este processo pode usar 90% do consumo total de energia durante a
producdo de biodiesel microalgas, portanto, muitos estudos procuram produzir mecanismos
mais eficazes de extragdo de lipidios (CHENG et al., 2011; DALL’OGLIO et al., 2014). No
entanto, eles ainda estdo em escala de laboratorio, e mais estudos sdo necessarios para
aplicagdes industriais de baixo custo (BATISTA et al., 2018; CHENG et al., 2011; PINNOLA;
FORMIGHIERI; BASSI, 2017). Entre as abordagens atuais e suas modificagdes estdo a
extracdo de solvente organico convencional (por exemplo, extracdo de Soxhlet, método de
Folch), extragdo de fluido supercritico, extragdo por microondas, extragdo assistida por
ultrassom e parti¢do trifasica (TPP) (BOSNJAKOVIC; SINAGA, 2020; CHENG et al., 2011;
DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2010; PERALTA-RUIZ; GONZALEZ-DELGADO; KAFAROV,
2013). Métodos mecanicos e enzimaticos também podem ser aplicados antes da extragdo de
lipidios para romper as células microalgas e aumentar a eficiéncia de extragdo
(BOSNJAKOVIC; SINAGA, 2020; CHIA et al., 2018; DALL’OGLIO et al., 2014;
PINNOLA; FORMIGHIERI; BASSI, 2017).

A nanotecnologia estd ganhando grande aten¢do em varios campos de pesquisa,
incluindo biocatalise (COELHO et al., 2019; DEPRA et al., 2018; NAGARAJAN et al., 2013;
SEN GUPTA; SHASTRI; BHARTIYA, 2016; SILVA; BERTUCCO, 2019). Carreadores
nanoestruturados podem atingir excelente atividade catalitica para produzir biocatalisadores,
aumentar sua estabilidade operacional e facilitar a separacio ap6s a reagdo (COELHO et al.,
2019; HARISKOS; POSTEN, 2014). Também podem ser produzidos com materiais de baixo
custo, 0 que pode tornar o processo enzimatico mais viavel economicamente no mercado de
biocombustiveis (NZAYISENGA et al.,, 2020; PEDRUZI et al., 2020). A manipulagao
genética pode produzir cepas de microalgas com maior teor de lipidios e melhorar a extragdo
de lipidios, mas seu impacto de longo prazo nos ecossistemas deve ser avaliado quanto a
seguranca ambiental (KHASIM SHARIF; NAGESWARA RAO; JAGADISH, 2020; TAHER
etal., 2014).

Tecnologias integradas para aproveitamento total da biomassa e valorizagdo dos
impactos ambientais estdo presentes para diferentes modelos de biorrefinarias (RIZWAN et
al., 2018). Os sistemas de captura de CO: e purificacdo de aguas residuais fornecem recursos

de baixo custo para microalgas e impactam positivamente o meio ambiente em torno da
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producdo da planta de biocombustivel (KHASIM SHARIF; NAGESWARA RAO;
JAGADISH, 2020; TAHER et al., 2014). Além disso, apés a extracao lipidica, a biomassa
pode ser utilizada para a produgdo de outros biocombustiveis ou como recurso nutritivo para
peixes ou solo (MONDAL et al.,, 2017). O balanco energético positivo, as usinas de
biorrefinarias de biodiesel de microalgas que utilizam lipase como catalisadores trazem

sustentabilidade e potencial custo-beneficio nos proximos anos.
8. Conclusao

Esta revisdo destacou as microalgas como uma proposta de inovagdo
biotecnoldgica na produgdo de biodiesel. Sendo utilizadas como fontes de energia que podem
produzir excesso de lipidios, destacando-se como uma alternativa promissora para a producao
de biocombustiveis no setor de energia sustentavel. Além disso, apresentam alta eficiéncia
fotossintética, rapido crescimento, alto rendimento e cultivo em areas nao suscetiveis. Com
isso, essa pesquisa ressalta os diferentes tipos de microalgas e o seu modo de cultivo que
influenciam o sistema de produgdo de lipidios. Além do mais, as diferentes estratégias
aplicadas para a extracdo de d0leo de microalgas t€m sido exploradas para obter o aumento da
producdo de lipidios. Assim, o sistema de produc¢do de microalgas pode ocorrer em sistemas
de biorreatores abertos ou fechados. Sendo que, o sistema fechado permite um melhor
equilibrio das condi¢des culturais. No entanto, exige altos custos de implantagdo e operagao.

As condicdes de aprimoramento para a producdo de 6leo de microalgas requerem
catalisadores bioldgicos como as lipases para otimizar as reagdes de transesterificagdo. As
lipases utilizadas por catalisadores biotecnologicos vao atuar em condi¢des especificas como
temperatura, pressao e pH. Assim, podem catalisar diversas reagdes em meio aquoso ou nao
aquoso em diversas aplicagdes industriais. Ao destacar o uso de lipases imobilizadas para
sintese de biodiesel, os métodos de imobilizacdo permitem o reaproveitamento e otimizacao
de todo o processo, aumentando assim a estabilidade dos solventes organicos durante a reacao
de transesterificagdo. Considerando o desempenho da biocatalise enzimatica, as reagdes de
transesterificagdo podem ocorrer seletivamente e especificamente sob condi¢gdes amenas de
temperatura, pressdo, pH e em meio aquoso. Assim, as reagdes de transesterificagdo podem
ocorrer a partir de catalisadores enzimaticos, acidos ou basicos, € em meios heterogéneos ou
homogéneos. O uso de catalisadores enzimaticos pode exigir solventes organicos ou depender
do método de extragdo utilizado, podendo ocorrer quebra de ligagdo e extragdo de lipidios de

microalgas. A utilizacdo do solvente ideal depende apenas do método de extracao dos lipidios.



92

No entanto, tanto os solventes polares quanto os apolares podem ser extraidos
simultaneamente e convertidos em biodiesel. Portanto, as caracteristicas dos solventes
utilizados nas reagdes enzimaticas trazem vantagens sobre os fluidos supercriticos. Em
particular, lipidios extraidos por CO: supercritico ou co-solvente trazem vantagens em relacdo

a outras técnicas de producao industrial em larga escala.

No entanto, com sistemas liquidos i0nicos, as varias reacdes podem ocorrer em
baixos pontos de fusdo e podem apresentar um estado liquido a temperatura ambiente e,
assim, agir sobre compostos organicos ou inorganicos. Assim, dependendo da aplicacdo de
cada solvente e método de imobiliza¢dao nas reagdes de transesterificacao, o uso de biomassa
de microalgas tem se mostrado promissor na obtencdo de combustiveis renovaveis.
Considerando a perspectiva sustentavel e econdmica, a atuagdo dos biocombustiveis aumenta
os aspectos tecnologicos no desenvolvimento de novos produtos. O investimento em fontes
alternativas para a producao de biocombustiveis ¢ de fundamental importancia para atender a
demanda atual. Portanto, sua producdo pode atender a crescente demanda por energia que, no
que lhe concerne, ndo compromete o abastecimento alimentar. Porém, apesar das vantagens, a
producdo em larga escala ainda ¢ economicamente viavel, exigindo diversos estudos e
pesquisas que contemplem a escolha das espécies, cultivo, aprimoramento das tecnologias

existentes e desenvolvimento de novas técnicas de producao de biodiesel.

Em suma, destacando os impactos negativos dos combustiveis fosseis na busca
por novas alternativas tecnologicas, sustentdveis e econdmicas. Desse modo, o 6leo de
microalgas se mostra como uma fonte promissora de energia sustentavel. Sendo que essas
alternativas ecologicamente corretas aplicadas a biocombustiveis gerados a partir de
microalgas promovem energia limpa. Nesse caso, o biodiesel de microalgas pode ser utilizado
puro ou em mistura de motor com ciclo diesel, sendo menos poluente e ambientalmente
sustentavel. Assim, a produc¢do de biodiesel de microalgas a partir de biocatalisadores de
lipase otimiza o desempenho das reagdes e desperta pesquisas futuras para a geracdo de

biocombustiveis ecologicamente sustentaveis.
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5. CONCLUSAO

Esta revisdo proporcionou que as microalgas sejam consideradas inovagoes
tecnologicas dos bicombustiveis, por produzir excesso de lipidios, destacando-se por sua
eficiéncia energética. Além disso, as microalgas possuem caracteristicas promissoras por
apresentarem alta eficiéncia fotossintética, rapido crescimento, alto rendimento e cultivo em
areas nao suscetiveis. Sendo que, as mais variadas categorias de microalgas sao aplicados para
extracao do oleo para produgdo de lipidios, em seguida convertidos em biodiesel.

Os catalisadores enzimaticos como lipases, sdo utilizados para otimizar o processo
reacional nas reagdes de transesterificagdo em meio aquoso ou ndo aquoso em diversas
aplicagdes industriais. Desse modo, as lipases sdo destaque como biocatalisadores devido as
suas condi¢des especificas. O uso de lipases imobilizadas traz um diferencial para sintese do
biodiesel, pois as técnicas de imobilizacdo proporcionam o reaproveitamento e otimizagdo da
reacdo, aumentando a sua estabilidade com/sem uso de solventes organicos nas reagdes de
transesterificagdo. Sendo assim, o desempenho do biocatalisador pode ocorrer de maneira
seletiva sob condi¢cdes amenas de temperatura, pressdo, pH e em meio aquoso. Logo, o
solvente ideal depende exclusivamente do método de extracdo dos lipidios. Em destaque, os
fluidos supercriticos como CO: supercritico ou co-solvente, para produ¢ao industrial em larga
escala.

Em suma, a aplicagdo de solventes e as técnicas de imobilizacdo promovem a
utilizagdo da biomassa de microalgas como inovagdo no mercado para obtencdo de
biocombustiveis e biodiesel. Desse modo, o investimento em fontes renovaveis ¢ promissor
para o desenvolvimento do setor energético e econdmico. Portanto, apesar desta pesquisa
trazer diversas vantagens para uso das microalgas, se faz necessario ainda estudos e pesquisas
aprimoradas para desenvolvimento em larga escala industrial. Assim, a busca por novos
biocombustiveis, mostra o Oleo de microalgas como uma fonte promissora de energia
sustentavel, despertando assim, o interesse para pesquisas futuras com a tecnologia do 6leo de

microalgas para produgao de biodiesel.



