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1. INTRODUCAO

Durante o século passado, os combustiveis fosseis estiveram em evidéncia
no cenario energético mundial, respondendo, naquela época e ainda hoje, por cerca
de 60% do consumo de energia do planeta (NASCIMENTO et al., 2009). Os com-
bustiveis fosseis sdo os maiores responsaveis por emissdes de gases de efeito estu-
fa (GEE), que aumentam consideravelmente as temperaturas globais, ocasionando
reacdes violentas por parte do planeta Terra. Por conta disso, alternativas ditas eco-
l6gicas estdo sendo estudadas e viabilizadas com varios intuitos, mas especifica-
mente, o de mitigar os efeitos relacionados as emissdes de GEE (DEDE, 2010,
BORGES, 2005 e ALEJANDRA, Palomino M.; CESAR Estrada F.; JORGE, Lopez
G., 2010).

Em funcao disto e também tentando equacionar as questdes sociais, além de
melhorar o desempenho da balanga comercial brasileira, o governo federal fomenta
oficialmente a pesquisa de formas alternativas de obteng¢ao de energia para substitu-
ir os combustiveis fosseis (NASCIMENTO Iracema Andrada et al., 2009 e PAULIL-
LO, Luis Cesar Maffei Sartini; JATOBA, Fabiano Henrique Peixinho; CECHINEL,
Cleber André, 2009). Uma delas é o estudo dos biocombustiveis. Sua obtencao
atende a inumeras exigéncias atuais do estilo “ecologicamente correto”. Isso signifi-

ca que

“todo o processo produtivo devera ser limpo e apropriado, com uso de ma-
téria-prima natural renovavel ou ndo (mas reaproveitdvel), sintética reapro-
veitada e/ou reciclada, com insumos ecoldgicos, com baixo consumo ener-
gético para sua fabricagdo, com menor carga residual sobre o meio ambien-

te, com possibilidade maxima de recuperagdo ou reciclagem” (Verde Vida).

As fontes para esse tipo de combustivel sdo inumeras, dentre elas os 6leos
vegetais, a gordura animal e o reuso do 6leo usado em frituras (PEREIRA et al.,
2012). Dentre as oleaginosas mais utilizadas para obtengdo desses o6leos estdo a
soja, o dendé, o algodao, o amendoim e o milho, que apresentam potencial para for-

necer a quantidade necessaria para suplementar em 5% a mistura de biodiesel. En-



tretanto, essas oleaginosas sofrem restricdes de natureza econémica por se trata-
rem de commodities (TEIXEIRA, Claudia Maria; MORALES Maria Elizabeth, 2006).

Como alternativas a essas oleaginosas encontram-se as microalgas, seres
unicelulares, com estrutura e organizacao simples e primitiva, que podem ser encon-
trados solitarios ou em colbnias, autotroficos e fotossintetizantes. Seus maiores re-
presentantes sdo as diatomaceas e os dinoflagelados (RICHMOND, Amos; CHENG-
WU, Zhang; ZARMI, Yair, 2003 e PEREZ, 2007).

As algas apresentam um potencial adequado para esse tipo de exploragao,
pois contam com caracteristicas interessantes: custos baixos para a colheita e
transporte; menor gasto de agua, se comparado ao cultivo de plantas; as condigbes
para seu cultivo ndo precisam ser necessariamente iguais as de culturas convencio-
nais; podem ser cultivadas em meio salino, doce ou salobro; sdo excelentes fixado-
res de CO,. Além disso, as terras utilizadas podem ser desérticas e com alto indice
de irradiagao solar, podendo ser utilizados residuos de outras produg¢des, como o
CO; de processos industriais e residuos orgéanicos (TEIXEIRA et al., 2006).

O rendimento em 6leo é cerca de quinze vezes maior que o de palma, que é a
oleaginosa de maior produtividade. A extragdo pode ser feita por esmagamento ou
ultrassom (NASCIMENTO et al., 2009), usando solvente, de forma fluida supercriti-
ca, enzimatica, por choque osmdético e extragdo ultrassénica assistida (AFIFY, Abd
El-Moneim M. R.; SHALABY, Emad A.; SHANAB, Sanaa M. M., 2010 e NASCIMEN-
TO et al., 2009). Sdo usados ainda o benzeno, éter ou hexano, além de enzimas,
tornando o fracionamento de 6leo mais facil (PEREIRA et al., 2012).

Sua ecocompatibilidade é altamente eficiente, pois atende ao interesse princi-
pal que é a substituicdo gradual do diesel usado na maioria dos transportes de car-
ga. Podem gerar etanol e biodiesel na mesma producéo, e ainda gerar biomassa a
ser utilizada em ragdes para animais, além de adubo fertilizante para a agricultura.
Os dois biocombustiveis gerados sdo menos agressivos ao ambiente que os de
combustiveis fésseis (NASCIMENTO et al., 2009).

Estudos promovidos pelo National Renewable Energy Laboratory — NREL
(Laboratério Nacional de Energia Renovavel), 6rgao estadunidense que gerencia um
projeto de producéo de biodiesel a partir de microalgas, contém espécies de micro-
algas que produzem lipidios em grandes quantidades, com rapido crescimento, mas

nao necessariamente na mesma fase de crescimento ou de uma forma controlavel.



(BROWN, 1993). A ltaipu Binacional, conforme Simone Frederigi Benassi, da Divi-
sdo de Reservatorios (MARR.CD), informou que em recente levantamento foram
catalogadas mais de cento e cinquenta espécies de microalgas no Lago de Itaipu
(MACIEL, 2010). Estudos posteriores podem avaliar o potencial de produgéao de lipi-
dios por parte desses microrganismos para fins de produgao de biodiesel.

Diversos trabalhos apontam varias algas com potencial lipidico satisfatorio pa-
ra obtengao de biodiesel. S&o citadas varias espécies, tais como: Chlorella vulgaris,
Scenedesmus obliquus, Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta, Spirulina platensis,
além de Botryococcus braunii, Nitzschia sp., dentre outras. (ARAUJO et al., 2012;
PEREIRA et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2009; BECKER, 2006; WALKER et al.,
2005). Os percentuais encontrados nessas microalgas podem ser vistos na Tabela
1.

Tabela 1 — Percentual de lipidios em microalgas

Microalga Percentual de lipidios
Botryococcus braunii 25,0-75,0
Chlorella vulgaris 5,0-58,0
Dunaliella tertiolecta 16,7-71,0
Nitzschia sp 16,0-47,0
Scenedesmus obliquus 11,0-55,0
Spirulina platensis 4,0-16,0

FONTE: PEREIRA et al. (2012).

Em sintese, o estudo de organismos como microalgas deve-se a essencial
importancia destes nas diversas cadeias tréficas e na possibilidade da aplicagao
comercial em distintas areas como na nutricdo, na saude humana e animal, no tra-
tamento de aguas residuais, na produgdo de energia e na obtengcdo de compostos
de interesse da industria alimentar, quimica e farmacéutica, dentre outras (PEREZ,
2007).

Este trabalho foi distribuido em seis capitulos, estruturados e sumarizados da

seguinte forma:



O Capitulo 1 apresenta a motivacado para a elaboracao deste trabalho,
explanando a importancia do uso de microalgas como matéria-prima
para obtencao de biodiesel;

O Capitulo 2 traz os objetivos do presente trabalho, o Geral e os Es-
pecificos;

O Capitulo 3 tem como conteudo uma reviséo da literatura a respeito
dos biocombustiveis, especialmente o biodiesel, sua composi¢ao qui-
mica, importancia da biomassa como fonte de combustivel, a ecocom-
patibilidade das microalgas, as espécies utilizadas nos experimentos,
suas formas de cultivo e os nutrientes usados, bem como a forma de
extracdo dos lipidios produzidos pelas microalgas;

O Capitulo 4 descreve a metodologia utilizada neste trabalho para o
cultivo das microalgas objetivando seu crescimento para posterior ex-
tracdo dos 6leos, com a consequente analise do perfil dos acidos gra-
X0s neles presentes por meio da cromatografia gasosa,;

O Capitulo 5 apresenta a discussao dos resultados obtidos através de
analises qualitativa e quantitativa dos oOleos; e

O Capitulo 6 aborda as conclusdes obtidas, com base nos resultados

anteriormente descritos.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Avaliar a produgdo de biomassa de microalgas Chlorella vulgaris e Scene-
desmus subspicatus para extracdo de 6leo vegetal em sistema fechado utilizando

efluentes de humanos e de suinos.

2.2 ESPECIFICOS

1 — Realizar a caracterizagao fisico-quimica dos efluentes de humanos e de suinos
para que sirvam de substratos para o cultivo de microalgas;

2 — Determinar o potencial de produgdo de biomassa de algas Chlorella vulgaris e
Scenedesmus subspicatus;

3 — Quantificar o teor de lipidios na biomassa das microalgas;

4 — Estabelecer o melhor meio para o cultivo de ambas as algas, tendo como para-

metros as concentragdes de Nitrogénio e Fésforo.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENERGIA DA BIOMASSA

Estudos recentes de avaliagcdo de consumo energético relatam que os com-
bustiveis fosseis representam 88% do consumo de energia primaria, enquanto que a
energia nuclear e a hidroeletricidade representam 5% e 6% do consumo total de
energia primaria, respectivamente. Infelizmente, a ameacga potencial das mudancgas
climaticas tem aumentado, e por uma maior parte, sdo atribuidas as emissées de
gases de efeito estufa pelo uso dos combustiveis foésseis (ALEJANDRA, Palomino
M.; CESAR Estrada F.; JORGE, Lopez G., 2010).

A conceituagao de biomassa pode ser aplicada sob dois enfoques. Sob o pon-
to de vista da geragao de energia, entende-se como sendo tudo o que é derivado
recente de organismos vivos e que pode ser utilizado como combustivel ou sua pro-
ducgdo. Ja o enfoque bioldgico, € toda a quantidade de matéria viva de um ecossis-
tema ou em populagdes animais e vegetais (USINA ECOELETRICA).

O uso da biomassa residual apresenta-se como alternativa viavel, renovavel e
muito pouco impactante do ponto de vista ambiental. Trata-se de “matéria organica
nao fossil, de origem animal ou vegetal, utilizada na produgédo de calor, para uso
térmico industrial, geracéo de eletricidade e/ou transformada em outras formas de
energias solidas, liquidas e gasosas” (BRASIL.COM.BR). Seu aproveitamento pode

gerar uma receita anual de mais de 670 milhdes de euros (BLEY JR. et al., 2009).

3.2 BIOCOMBUSTIVEIS

Biocombustiveis podem ser definidos como “combustiveis produzidos a partir
da biomassa (matéria orgéanica), isto €, de fontes renovaveis — produtos vegetais ou
compostos de origem animal” (BIODIESELBR.COM). Os tipos de biocombustiveis
produzidos no Brasil s&o o etanol extraido da cana de agucar e o biodiesel produzido
a partir de dleos vegetais ou gordura animal (ANP, 2005).

Os ésteres de derivados de 6leos e gorduras a partir de fontes biologi-
cas renovaveis sao definidos como biodiesel (CLEMENTES, 1992). Normalmente,
os 6leos de microalgas, gorduras animais e de oleaginosas sao quimicamente muito

semelhantes, se nao idénticas.



3.2.1 Matéria-prima dos biocombustiveis

3.2.1.1 — Etanol

O etanol de primeira geragao pode ser obtido a partir de varias fontes — con-
forme a regido produtora — tais como: milho (EUA), cana de agucar (Brasil), beterra-
ba (Alemanha), sorgo (Africa) e trigo (Europa). Conforme MACEDO (2007), O Brasil
€ o0 maior produtor de etanol, sendo responsavel por 36,4% da produgcédo mundial,
sendo este combustivel responsavel por cerca de 40% dos combustiveis para moto-
res leves (LEITE, Rogério Cezar de Cerqueira; LEAL, Manoel Régis L. V., 2007).
Atualmente, investe-se no etanol de segunda geragéo, feito a partir da celulose ori-

ginaria dos vegetais.

3.2.1.2 - Biodiesel

O biodiesel é resultado de uma mistura de alquilésteres de cadeia linear, obti-
da através da transesterificagao dos triglicerideos de 6leos e gorduras com alcodis
de cadeia curta, tendo como coproduto o glicerol (LOBO, Ivon Pinheiro; FERREIRA,
Sergio Luis Costa, 2009). A matéria-prima deriva de 6leos vegetais “puros” ou ja uti-
lizados, gorduras animais e microalgas (PAULILLO, Luis Cesar Maffei Sartini; JA-
TOBA, Fabiano Henrique Peixinho; CECHINEL, Cleber André, 2010). Para a tran-
sesterificagao desses 0leos os alcodis mais utilizados como solventes sao o etanol e
0 metanol.

O metanol é o mais utilizado por ser mais reativo, implicando em menor tem-
peratura e tempo de reacdo. Ja o etanol € menos toxico, renovavel e produz biodi-
esel com mais cetonas e lubricidade. Entretanto, promove maior dispersao da glice-
rina, tornando dificil sua separacédo (LOBO et al., 2009).

VIEGAS (2010), utilizando o método de Bligh & Dyer (1959), conseguiu extrair
em média 17% de lipidios de Chlorella pyrenoidosa usando metanol e 7,8% tendo o
etanol como solvente. DANTAS et al. (2010) encontraram quantidades menores em
experimentos com a mesma microalga: 5,79% com metanol e 4,64% com etanol, em

média.



3.2.1.3 Composi¢ao quimica do biodiesel

De acordo com OLIVEIRA, Flavia C. da C.; SUAREZ, Paulo A. Z.; SANTOS,
Wildson Luiz Pereira (2007), o biodiesel possui composi¢cao quimica € bem diferente
da do diesel mineral. Enquanto este é constituido por hidrocarbonetos com baixas
concentragbes de atomos de enxofre, oxigénio e nitrogénio, aquele € uma mistura
de hidrocarbonetos e compostos oxigenados. Além disso, outra diferenca esta na
forma de obtencdo de ambos. O diesel é resultado do refino do petrdleo por destila-
cao fracionada, com temperaturas entre 105°C 400°C, com até 28 atomos de carbo-
no; ja o biodiesel é proveniente da transesterificagdo ou esterificagdo de oleos vege-
tais (OLIVEIRA et al., 2007).

Em relagdo aos 6leos vegetais, estes possuem constituicdo a base de triglice-
rideos (ou triacilglicerdis ou triacilgliceridios), que sao ésteres provenientes de aci-
dos carboxilicos de cadeia longa (acidos graxos) e glicerol (RINALDI et al., 2007).
Os acidos graxos apresentam numero de carbonos que constituem sua cadeia, além
da presencga de insaturagbes (OLIVEIRA et al., 2007). Os mais comuns apresentam
12, 14, 16 ou 18 atomos de carbono, mas outros com maior ou menor nidmero de
carbonos podem ser encontrados em varios 6leos e gorduras (RINALDI et al., 2007).

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo dos acidos graxos em alguns oleos e gor-

duras de origem vegetal.

Tabela 2 - Distribui¢do de acidos graxos em alguns 6leos e gorduras

Oleo ou Gordura Composigdo em acidos graxos (% em massa)

Laurico Miristico Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico

C12H2402 C14H2802 C16H3202 C18H3402 C18H3202 C18H3002 C18H2802
Algoddo - 1,5 22 5 19 50 -
Amendoim - 0,5 6,0-11. 3,0-6,0 42,3-61 13-33,5 -
Babacu 44 - 45 15-16,5 5,8-8,5 2,5-5,5 12-16 1,4-2,8 -
Coco 44 -5 13-18,5 7,5-11 1-3 5-8,2 1,0-2,6 -
Dendé - 0,6-2,4 32-45 4,0-6,3 38-53 6-12 -
Girassol - - 3,6-6,5 1,3- 14-43 44 - 68 -
Linhaca - - 6 4 13-37 5-23 26 -58
Milho - - 7 3 43 39 -
Oliva - 1,3 7-16 1,4-3,3 64 -84 4-15 -
Soja - - 2,3-11 2,4-6 23,5-31 49-51,5 2-10,5
Sebo - 3-6 25-37 14-29 26 -50 1-25 -

FONTE: RINALDI et al.(2007)



3.2.1.4 — Padrdes de qualidade do biodiesel

Em se tratando de normas de padrdo de qualidade para biodiesel, as aplica-
das pela americana ASTM (American Society of Testing and Materials) de numero
D6751e pela europeia CEN (Comité Européen de Normalisation) a EN 14214, sao
as mais usadas como referéncias para outras padronizagdes, inclusive a brasileira
(LOBO et al., 2009).

No Brasil, a obrigatoriedade da adi¢ao do biodiesel no diesel mineral foi de-
terminada pela Lei 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que ampliou a competéncia da
Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), que assumiu a
atribuicdo de especificar e fiscalizar a qualidade dos biocombustiveis (ANP, 2005).
Tal legislagao estabeleceu que o percentual da mistura fosse de 2% (B2) de biodi-
esel a partir de janeiro de 2008 e que, a partir de 1° de janeiro de 2010, passou a ser
de 5% (B5), obrigatoriamente (ANP, 2005).

A Resolucio 07/2008 estabeleceu os critérios de avaliacdo do biodiesel mine-
ral brasileiro, tendo como parametro as especificagcbes da ASTM e da CEN. Convém
ressaltar que em 31 de dezembro de 2007, os EUA, a Unido Europeia e o Brasil se
reuniram em uma forca-tarefa a fim de estabelecer padrdes de qualidade em nivel
internacional para biocombustiveis. LOBO et al. (2009) apresentaram uma tabela
com as especificagcdes do biodiesel, com as comparagdes entre os 3 principais cen-

tros de produgao — Brasil, Unido Europeia e EUA (Tabela 3).



Padrbes de qualidade do biodiesel:

Tabela 3 - Padrdes de qualidade do biodiesel

10

CARACTERISTICA UNIDADE Brasil UE EUA
ANP 07/2008 EN 4214 ASTM D6751
Aspecto --- --- -
Massa especifica * Kg.m'3 850-900 a 20 °C 860-900 a ---
15¢C
Viscosidade cinematica a 40 °C * mmz/s 3,0-6,0 3,5-5,0 1,9-6,0
Agua e sedimentos, max. * % volume - - 0,05
Ponto de fulgor, min. * °C 100 120 130
Destilagdo; 90% vol. recuperados, max. °C -- -- 360
*
Residuo de carbono dos, max. * * (m/m) Em 100% da 10% resi- Em 100% da
amostra dual da amostra
0,050 destilagdo 0,05
0,3
Cinzas sulfatadas, max. * % (m/m) 0,020 0,02 -—-
Enxofre total, max. * mg/kg 50 10 15
Corrosividade ao cobre, 3 ha 50 °C, - 1 1 3
max. *
Numero de cetanos * - Anotar 51 (min.) 47 (min.)
Ponto de entupimento de filtro a frio, °C 19 Por regido ---
max. *
Ponto de fluidez (pour point - PP) * °C --- Por regido ---
Ponto de nuvem (cloud point - CP) * °C --- - Registrar
Sdédio + Potassio, max. mg/kg 5 5 -—-
Calcio + Magnésio, max. mg/kg 5 5 ---
Fésforo, max. mg/kg 10 10 10
Contaminagéo total, max. mg/kg 24 24 -
Teor de éster, min. % (m/m) 96,5 96,5 -
indice de acidez, max. mg KOH/g 0,50 0,5 0,5
Glicerina livre, max. % (m/m) 0,02 0,02 0,02
Glicerina total, max. % (m/m) 0,25 0,25 0,24
Monoglicerideos % (m/m) Anotar 0,8 (max) ---
Diglicerideos % (m/m) Anotar 0,2 (max) ---
Triglicerideos % (m/m) Anotar 0,2 (max) ---
Metanol ou Etanol, max. % (m/m) 0,20 0,20 -
indice de iodo gl2/100 g Anotar 120 (max) ---
Estabilidade a oxidagdo a 110 °C, min. h 6 6 ---
Agua, max. mg.kg" 500 500 500
Acido linolénico % nfm - 12 max —--
Metil ésteres com mais que 4 insatura- % (m/m) - 1 max -

¢oes

* Parametros tipicos da normatizagdo
do diesel mineral

FONTE: LOBO et al. (2009)
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Ainda de acordo com LOBO et al. (2009), as variacdes das estruturas molecu-
lares dos ésteres que compdem o biodiesel podem fazer com que sua qualidade
seja afetada, em razéo da presenga de contaminantes oriundos da matéria prima, do
processo de produgao ou da estocagem do produto. O que pode motivar essas alte-
racoes é o fato de que as estruturas moleculares possam sofrer variagdes em sua
quantidade, o tamanho de sua cadeia carbbnica, a presencga de agrupamentos na

cadeia ou a posicéo das insaturagées (LOBO et al., 2009).

3.3 BIOMASSA COMO FONTE DE COMBUSTIVEL

Nos ultimos anos, o uso de biocombustiveis liquidos no setor dos transportes
tem mostrado rapido crescimento global, impulsionado principalmente por politicas
que visam alcangar a seguranga energética e mitigagdo das emissdes de gases de
efeito estufa (ALEJANDRA, Palomino M.; CESAR Estrada F.; JORGE, Lopez G.,
2010). O biodiesel aparece como excelente alternativa para suprir essa demanda.

O biodiesel produz menos poluentes que o diesel de petroleo e é virtualmente
livre de enxofre (BROWN, 1993). Este combustivel é ordinariamente derivado a par-
tir de sementes oleaginosas, mas ha um produto idéntico de biodiesel que pode ser
conseguido a partir de microalgas (BROWN, 1993). Esta tecnologia € complementar
para os esforgcos em curso a fim de aumentar a biomassa lignocelulésica em areas
com solos férteis e recursos hidricos, por que as microalgas séo projetados para se-
rem cultivadas em areas onde oleaginosas ou lignocelulésicos néo tém bom cresci-
mento (BROWN, 1993). No entanto, o biodiesel pode ser feito de oleaginosas dispo-
niveis rapidamente, ajudando a resolver problemas locais de poluicao do ar sobre o
curto prazo e estabelecer um nicho de mercado no inicio de biodiesel. O biodiesel
de microalgas viria mais tarde, apds uma linha de maior desenvolvimento tecnologi-

co para atender a uma demanda multiquadro para diesel (BROWN, 1993).

3.4 ECOCOMPATIBILIDADE DO BIODIESEL A BASE DE MICROALGAS
A importancia dessa alternativa esta sintetizada no fato de que as oleaginosas
necessitarem de imensas areas de cultivo, ndo Ihes garantindo uma ecocompatibili-

dade adequada. Para grandes extensoes de terra agricultaveis, € necessaria a der-
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rubada de muitas arvores, diminuindo a cobertura vegetal e trazendo prejuizos ao
solo (pelo uso de herbicidas) e no sequestro de CO,. Isso, sem mencionar o prejuizo
a biodiversidade, com a quebra dos ecossistemas presentes na area afetada.

A opcao pelo cultivo de microalgas esta fundamentada em inumeros fatores
(NASCIMENTO et al., 2009): 1) seu cultivo ndo depende de extensas areas, poden-
do ser realizado em tanques abertos (no solo, também chamados raceways) ou fe-
chados (em vidro ou fibra); 2) a producao de biodiesel esta atrelada a necessidade
de importacao do diesel. Embora o custo do biodiesel ainda seja alto, sua ecoefici-
éncia, através da mistura com o diesel féssil, € bastante aceitavel, visto que polui
muito menos; 3) trata-se de uma fonte inesgotavel, pois a nutrigdo das microalgas é
a base de CO,, sequestrando-o do meio e servindo de elemento para a fotossintese,
transformando-o em biomassa (SCRAGG et al., 2002). Além disso, podem ajudar na
degradagao de dejetos residenciais e/ou industriais; 4) a imensa quantidade de inci-
déncia solar na Regido Oeste do Parana faz com que haja fonte inesgotavel de
energia luminosa para a fotossintese desses microrganismos; 5) quanto maior a fon-
te de CO,, maior é a producao de biomassa. O teor de triglicerideos, fonte do biodi-
esel, depende da quantidade de CO, (MORITA, M; WATANABE, Y. SAIKI, H., 2001);
6) da parede celular das microalgas, pode-se extrair o etanol, em processo diferen-
ciado; 7) em todas as regides brasileiras, pode servir para contratagdo de qualquer
tipo de mao de obra, sem necessidade de especializagdo, atendendo a demanda
social por oportunidades de emprego (na fase de colheita, pois na produgao torna-se

necessaria, obviamente, a contratagao de pessoal qualificado).

3.5 IMPORTANCIA DAS MICROALGAS PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL
PEREZ (2007), BECKER (2006), TEIXEIRA, Claudia Maria; MORALES, Maria
Elizabeth (2006) e ESTRADA, Cesar A.; NOGUERA, Yanaika C.; LOPEZ, Jorge E.
(2010), dentre outros, apresentam os resultados obtidos em relagdo aos componen-
tes de algumas microalgas, tais como a composi¢ao proteica, lipidica e de carboidra-
tos. A utilizacdo de microalgas atende a inumeros interesses, de ordem ecoldgica,
farmacéutica, alimenticia e da industria de cosméticos. A producio de biodiesel tem
seu significado representado na fixagado de CO,, na redugao das areas de cultivo, na
producao de biomassa que sirva de fertilizantes ou de alimento para criadouros de
peixes, bovinos, suinos e aves. O processo de fotossintese tem sua importancia



13

aumentada, na medida em que se torna responsavel pelo sequestro de diéxido de
carbono da atmosfera. Quanto maior a quantidade de CO, fixada, maior a producéo
de triglicerideos, base do 6leo que gerara o biodiesel. Pelo simples fato de nao faze-
rem parte do grupo das commodities, ja traz as microalgas uma vantagem nada
desprezivel para a producéo de biodiesel (BIODIESELBR, 2008).

3.5.1 Potencialidade das microalgas para a produg¢ao de biodiesel

Dentre os critérios para selecdo de matérias-primas que possam ser utilizadas
para a producao de biodiesel estdo: grande teor de 6leo por area e por periodo de
cultivo, balango energético favoravel, pregos da matéria-prima compativel com a
produgao de biodiesel, reaproveitamento do subproduto da extragao do 6leo como
suplemento nutricional para humanos e animais, o biodiesel produzido deve atender
as especificagdes dos motores (TEIXEIRA et al., 2006).

O conteudo lipidico da biomassa algal pode variar entre 1% e 40% do peso
seco e, dependendo das condi¢gbes de cultivo, alcangar até 85% (BECKER, 2004
apud DERNER et al. 2006). Embora ndo exista uma espécie que atenda a todas as
condi¢cbes exigidas, DANTAS et al. (2010) apontam Scenedesmus subspicatus e
Chlorella como espécies com grande potencial para producdo em larga escala, vi-

sando a extracao de 6leo para producao de biodiesel.

3.5.2 Métodos de extracao de lipidios das microalgas

A eficiéncia do método de extracdo constitui fator importante no processo
econdmico para a producao de 6leos a partir de microalgas (DANTAS et al., 2010).
Varios sao os métodos de extracao de lipidios, que pode ser feita de duas formas: a)
quimica, com a utilizacdo de solventes organicos — agua, etanol, éter e metanol
(DANTAS, 2010); b) mecénica, por meio de prensagem, ultrassom, floculagdo, cen-
trifugacao e filtracdo (DERNER et al., 2006 e ARAUJO et al., 2012).

A extragao por prensagem alcanca até 75% do 6leo das algas (ARAUJO et al.
2012). Esse método juntamente com solventes pode chegar a 95% do 6leo das al-
gas (Kowalski, 2010, apud ARAUJO et al., 2012). Silva et al., 2007 apud ARAUJO et
al. (2012) mencionam que a utilizagao de fluidos supercriticos remove mais de 90%
do dleo das algas. Mata et al., 2009 apud ARAUJO et al. (2012) informam que a

aplicagao de ultrassom, juntamente com fluidos supercriticos, reduzem o volume de
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solvente e o tempo de extragéo, tornando-se o método com maior eficiéncia e menor

impacto ambiental.

3.6 METODOS (ROTAS) DE OBTENCAO DO BIODIESEL
Os dleos vegetais apresentam alta viscosidade em sua forma in natura, oca-

sionando problemas operacionais para ser usado como biodiesel, como:

“(a) ocorréncia de gomas durante a estocagem dos dleos e diminui¢cdo da
eficiéncia de lubrificagdo, devido as rea¢des de oxidagdo e polimerizagdo dos
mesmos (principalmente no caso de dleos insaturados); (b) obstrugdo dos
filtros de dleo e bicos injetores; (c) diluicdo parcial do combustivel no lubrifi-
cante; (d) comprometimento da durabilidade do motor e aumento em seus
custos de manutengdo; e (e) produgdo de acroleina durante a combustdo,
uma substancia altamente tdéxica e cancerigena, formada pela decomposi-
¢do térmica do glicerol” (RAMOS et al., 2003 e FELIZARDO, P. M. G., 2003
apud RAMOS et al., 2011).

Dessa forma, torna-se necessaria a realizagao de um procedimento para eli-
minar esses residuos para que se torne possivel a producéo de biodiesel. Trés sao
0s processos mais utilizados com esse fim: transesterificacéo, esterificacdo e hidro-

esterificacao.

3.6.1 Transesterificagcao

Trata-se do método mais utilizado atualmente para a redugado da viscosidade
dos triglicerideos (GARCIA, 2006), pois produz monoésteres alquilicos com viscosi-
dades cinematicas bem proximas das do diesel mineral, ja que a dos Oleos vegetais
€ bem mais elevada, evitando adaptacdées nos motores (Schuchardt e Ribeiro, 2001;
Knothe et al., 2006; Silva, 2009 apud RAMOS et al., 2011).

O processo mais comum de producio do biodiesel é a utilizagdo de meio al-
calino homogéneo para a transesterificacao metilica de dleos vegetais com a adigcao
de alcéxidos metalicos, “mediante a dissolug&o de hidréxido de sédio ou de potassio
no alcool utilizado como agente da transesterificagdo” (RAMOS et al., 2011).

A transesterificagdo de 6leos vegetais tem relevancia estratégica, ja que os

“ésteres produzidos a partir de 6leos vegetais e alcodis de cadeia curta (biodiesel)
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estdo se tornando um substituto renovavel do 6leo diesel mineral” (GARCIA, 2006).

Sua férmula quimica esta representada na Figura 1.

Figura 1: Processo de transesterificacdo
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FONTE: Kusdiana (2004) apud PUPO et al. (201-).

3.6.2 Esterificagao

Conforme BARCZA (20007), esterificacdo € o “processo de obtengao de éste-
res, formado a partir da substituigdo de uma hidroxila (-OH) de um acido por um ra-
dical alcoxila (-OR)” (Figura 2). Nesse método, o mais comum é a eliminacédo de
agua apos a reversao de um acido carboxilico com um alcool (BARCZA, 20007?).

A importancia da esterificagdo para a producao de biodiesel esta atrelada as
matérias-primas de alta acidez, como os acidos graxos que possuem alto valor
agregado, pouco compativel com o setor de biocombustiveis (RAMOS et al., 2011).
Além disso, tem importante desempenho na producédo de ésteres de interesse co-
mercial, como: solventes, polimeros, esséncias, fragrancias sintéticas, etc (BARCZA,
20007?).

O aumento da temperatura do meio reacional e a presenca de catalisador fa-
cilitam a esterificacdo. Além disso, 0 acido organico e o alcool usados no processo
interferem na velocidade da reagdo (BARCZA, 2000?7). Como demonstram Pisarello
et al. (2007) apud RAMOS et al. (2011), a utilizagdo de acido sulfurico como catali-
sador de reacao de esterificagdo metilica de acidos graxos resultaram em equilibrio

do sistema em menos de 1h de reagéo, com variacdo das condigdes experimentais.
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Figura 2: Processo de esterificagdo
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FONTE: Kusdiana (2004) apud PUPO (201-).

3.6.3 Hidroesterificacao

A hidroesterificagao consiste, basicamente, num processo de hidrélise segui-
do de uma esterificagcao (PUPO et al., 201-) (Figura 3). “A hidrélise aumenta a acidez
da matéria-prima descartando a necessidade da remogéo de acidos graxos realiza-
da no refino” (ARCEO, 2012).

Trata-se de um método que pode diminuir o alto custo de produgao de bio-
massa seca e da extragcao do oleo, tornando-se uma alternativa ao processo con-
vencional de producéo de biodiesel (ARCEO, 2012).

A maior vantagem em relacao a transesterificacdo se deve ao fato de que o
acido graxo livre reagir com a hidroesterificagdo, nao limitando a especificagdo da
matéria-prima, tornando possivel sua utilizagdo com altos niveis de acidez (PUPO et
al., 201-). Além disso, a hidroesterificagao permite a transformacdao completa dos
triacilglicerideos, existentes em 6leos de baixa acidez, “que podem ser esterificados
para formar ésteres de acidos graxos livres e da umidade encontrados” (ARCEO,
2012).

Figura 3: Processo de hidroesterificagao
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FONTE: Kusdiana (2004) apud PUPO (201-).
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3.7 NUTRIENTES DAS MICROALGAS

Grande parte dos estudos com microalgas tem como objetivo o resgate do
CO, da atmosfera, objetivando a diminui¢ao do efeito estufa como forma de ameni-
zar o aquecimento global. Entretanto, outros elementos fazem parte da nutricido da-
queles microrganismos, como nitrogénio e fosforo. As concentragdes desses nutrien-
tes alteram substancialmente o desenvolvimento das microalgas, interferindo na
produgao de lipidios.

As microalgas podem ser utilizadas para remover Nitrogénio e Fdésforo de e-
fluentes (BERTOLIN et al., 2003). Para BERTOLDI et al. (2008) apud DE LA NOUE
e DE PAUW (1998), a eutrofizacdo resultante do descarte indevido em rios pode ser
feita biorremediando metais pesados, nitrogénio e fésforo através da biotecnologia
de microalgas.

CLEY JR. et al. (2009) demonstram em seu trabalho que & possivel recuperar
85% de nitrogénio, 15% de fésforo e 43% do potassio da biomassa residual de ani-
mais em criatorios ou semiestabulados, elementos importantes para a agricultura
brasileira, o que diminuiria a dependéncia de importacdes de fertilizantes.

WIJFFELS e BARBOSA (2010) relatam que sao fatores indispensaveis para o
desenvolvimento de conhecimentos acerca das rotas metabodlicas de acumulo de
lipidios baseados na biologia molecular a implementacao de reatores, a utilizagado de
fontes de nitrogéncio e fosforo de baixo custo.

NASCIMENTO et al. (2010) demonstram que o nitrogénio em diversas formas
pode ser usado como fonte de nutrientes para o desenvolvimento de S. subspicatus,
na forma de aménia, ureia, nitrito e nitrato. Concluem em seu trabalho que o cultivo
com NPK (nitrogénio, fésforo e potassio) resultou em melhor crescimento das micro-
algas.

Conforme BERTOLDI et al. (2008), o nitrogénio constitui importante elemento
para o metabolismo das microalgas, contribuindo significativamente para a formagao
de proteinas. Entretanto, para a formacao de lipidios e carboidratos, a reducéao da
quantidade de nitrogénio no meio de cultura é o que torna possivel a sintetizacao
daqueles elementos (apud RIGANO et al., 1998).
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3.7.1 Concentragdes ideais de nitrogénio e fosforo para cultivo de microalgas

Ja ILLMAN et al. (2000) apontam que a taxa de crescimento da C. vulgaris em
presenca de baixos niveis de nitrogénio foi menor, mas seu numero de células final
foi um pouco mais alto, com aumento no teor de lipidios produzidos por essas célu-
las. BERTOLDI et al. (2007) avaliaram a remocéao de nitrogénio e fosforo de solugao
hidroponica residual usando C. vulgaris e os resultados demonstraram que a remo-
cao foi bastante efetiva.

BERTOLDI et al. (2008) apud SIPAUBA-TAVARES (1995) reportam que o
aumento do teor de lipidios na composi¢cédo da biomassa seca de Chlorella sp. se
deve a caréncia de fosfato no meio. Citando ROCHE et al. (1993), informam que o
fésforo atua como transportador de substratos ou energia quimica, integrando os
acidos nucleicos e as membranas celulares.

A maior parte dos trabalhos que estudam microalgas foi feita para avaliar a
fixacdo de CO, (OHSE et al., 2007). Entretanto, neste trabalho deu-se maior impor-
tancia a absorg¢ao de outros nutrientes pelas microalgas tais como: compostos nitro-
genados, fosfatados e carbonados. Conforme BECKER (1994), tais compostos fa-
zem parte das receitas de nutrientes para o cultivo de algas, que podem ser com-
postas de concentragdo total de sais, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, concen-
tracdo de potassio, magnésio, sodio, sulfato e fosfato, valor de pH do meio, oligoe-
lementos (como o ferro) e componentes organicos que ajudam no crescimento das
algas (vitaminas, por exemplo).

Para BECKER (1995), varias espécies de algas podem alterar sua condigéo
de autotrofia para a heterotrofia, de acordo com a fonte de carbono disponivel. Sce-
nedesmus sp e Chlorella sp estao entre elas, possuindo ambas alta flexibilidade na
absorgao de carbono.

3.7.2 Fatores que interferem no crescimento das microalgas

Fatores quimicos, fisicos e biolégicos sdo responsaveis pelos indices de
crescimento das microalgas (Falkowski e Raven, 1997 apud OHSE et al., 2008). As
taxas bioldgicas das espécies cultivadas estdo relacionados os fatores bioldgicos,
assim como 0s organismos que possam causar contaminagao. Ja os fatores fisico-
quimicos que interferem no crescimento desses microrganismos os estudos apon-
tam para luz, temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes (Guillard, 1975;
Richmond, 2004 apud OHSE et al., 2008).
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Conforme BECKER (1995), o pH influencia direta ou indiretamente o metabo-
lismo das algas, pois determina a solubilidade do dioxido de carbono e minerais no
meio de cultivo. Rocha et al. (2003) apud OHSE et al. (2008) encontraram resultados
que comprovam o maior crescimento celular decorrente do aumento do periodo de
iluminagdo. MEINERZ (2007) constatou que as variagdes de temperatura, assim
como a quantidade de nutrientes — Nitrogénio e Foésforo, principalmente —, influenci-

am positiva ou negativamente no crescimento de determinadas microalgas.

3.7.3 Substratos utilizados para o cultivo das microalgas

Uma dessas finalidades proposta neste trabalho € o tratamento de efluentes
suinos. A suinocultura causa impactos ambientais de grande magnitude, pois € ado-
tado o sistema de forma intensiva, acarretando em poluicdo de solos e mananciais
de agua (SILVA et al., 2012). Conforme PERDOMO et al. (2001), o volume de deje-
tos suinos na Regigo Sul do Brasil ultrapassava 37 milhdes de m*, mas hoje respon-
de por quase 70% da criagdo desses animais em nosso Pais conforme a CIAS'
(EMBRAPA, 2011), com expectativa de crescimento da ordem de 22% nos préximos
dez anos (UOL, 2013). Trata-se, portanto, de um gigantesco campo para cultivo de
microalgas e, consequentemente, a geragao de biodiesel.

A titulo de comparacao foram realizados testes com efluentes humanos, para
que se entendessem as diferencas de concentragdes com os efluentes suinos. Con-
forme exemplifica ARAUJO et al. (2005), a complexidade no tratamento de esgotos
domeésticos no Brasil fez com que fossem tomadas iniciativas com o fim de minimizar
ou sanar as fontes de poluicdo. Sendo assim, a utilizagdo de algas torna-se uma
alternativa economicamente viavel, por se tratar de mecanismo biolégico com resul-
tados altamente positivos (ARAUJO et al., 2005).

3.7.4 Aplicagao do Agrostemin®
Em condi¢des experimentais, foi adicionado um produto denominado Agros-
temin®, que se caracteriza por ser um fertilizante mineral misto com propriedades

bioestimulantes. Sua produgao se da através de um processo biotecnolégico criado

! Central de Inteligéncia de Aves e Suinos.
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a partir de interagdbes alopaticas positivas entre varias culturas
(www.agrostemin.com).

Segundo Molisch apud INNECCO, Renato; VASCONCELQOS, Aurilene Araujo;
MATTOS, Sérgio Horta (201-), alelopatia € definida como “a capacidade de as plan-
tas, superiores ou inferiores, produzirem substancias quimicas que, liberadas no
ambiente de outras, influenciam de forma favoravel ou desfavoravel o seu desenvol-
vimento”. Substancias de categoria secundaria ocasionam os efeitos alelopaticos
(INNECCO et al., 201-).

E um produto baseado exclusivamente em matérias-primas naturais, usando
como principio ativo o extrato vegetal de Agrostema githago. Em sua composigao
quimica estao presentes 39 espécies diferentes de plantas, com dois tipos principais
de componentes alelopaticos: substancias ativas, representando 4% do total, com-
posto pelo seu extrato vegetal e 96% de Silicato de Magnésio, caracterizado por

substancias inibidoras (www.agrostemin.com).

3.8 MICROALGAS UTILIZADAS COMO MATERIAS-PRIMAS

As espécies de microalgas utilizadas como matérias-primas nos experimentos
foram Scenedesmus subspicatus e Chlorella vulgaris. Tal escolha repousou em dois
fatores de importancia relevante: a) facil acesso as cepas; e b) sdo citadas por va-
rios autores como tendo grande potencial para obtencao de lipidios que compdem o
biodiesel.

PEREIRA et al. (2012), FRANCO et al. (2013), RADMANN e COSTA (2008),
PEREIRA FILHO et al. (2010) e ARAUJO et al. 2012) citam ambas as microalgas
com potencial para producdo em larga escala visando a extragdo de 6leos para a

producgao de biodiesel.

3.8.1 Scenedesmus subspicatus — Caracteristicas

De acordo com Chodat (1926) apud GUIRY (2013), Scenedesmus subspica-
tus pertence a Classe Chlorophyceae, da Ordem Sphaeropleales e da Familia Sce-
nedesmaceae. A microalga S. subspicatus é considerado atualmente como sinénimo
taxondmico Desmodesmus subspicatus .

Apos analises moleculares, restou demonstrado que havia dois géneros dis-

tintos. Os que possuem espinhos passaram a ser chamados de Desmodesmus e 0s
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que nao apresentam espinhos continuaram com a nomenclatura antiga. Apresentam
como caracteristicas colonias planas que podem ser lineares ou ligeiramente curva-
das, podendo ter uma, duas, quatro ou oito células, unidas lateralmente e em parale-
lo. Suas células podem ser ovoides ou elipsoides, com apices arredondados, pos-

suindo espinhos longos ou n&o. Sua reproducgdo é assexuada (EOLZ).

3.8.2 Chlorella vulgaris — Caracteristicas

Conforme MARINHO et al. (2009) apud HOEK et al (1995), Chlorella vulgaris
€ uma alga unicelular, de coloragao verde, pertencente a Classe Chlorophyceae, da
Ordem Chlorococcales e da Familia Oocystaceae. Apresenta forma de vida unicelu-
lar ou colonial, e pode acumular pigmentos como clorofila a e b, B-caroteno e xantofi-
las. Sua principal forma de reserva é o amido. Entretanto, em certas condi¢des ar-
mazenam Oleo. Tem reprodugao por divisdo binaria, com esporos assexuais e re-
producao sexual (MARINHO et al. 2009).

3.9 — CONSIDERACOES FINAIS

Varios minerais compdem a nutricdo das algas. Conforme Malisch (1896)
apud BECKER (1995), a nutricado desses organismos nao difere da dos vegetais su-
periores. Os elementos principais s&o carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio
€ magnésio, mas outros elementos também fazem parte dessa nutricdo, tais como:
fero e manganés (em pequenas quantidades), cobalto, zinco, boro, cobre e molibdé-
nio, estes como elementos essenciais (BECKER, 1995).

A concentracdo o6tima de fésforo no meio, assim como a toleréncia a esse
elemento, varia conforme as espécies cultivadas. A média toleradas para a maioria
das algas é de 50 pgL™" — 20mgL™" (BECKER,1995). Em relagdo ao nitrogénio, bai-
xas concentracdes desse elemento para Scenedesmus obliquus e Chlorella vulgaris
produziram em torno de 45% de lipidios totais, sendo 70% de lipidios neutros con-
tendo acidos graxos, principalmente 16:0 e 18:1 (BECKER, 1995).

2 Encyclopedia of Life
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4. MATERIAIS E METODOS

As cepas das microalgas Scenedesmus subspicatus (Figura 4) e Chlorella
vulgaris (Figura 5) foram obtidas junto ao Centro de Pesquisas em Aquicultura Am-
biental (CPAA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, cam-
pus de Toledo. As células dos microrganismos estudados estdo demonstradas nas
figuras 4 e 5 respectivamente.

A produgado das microalgas foi realizada no Laboratério de Maricultura Sus-
tentavel (LAMARSU), localizado na mesma instituicdo e que possui uma estrutura
para producdo de microalgas em sistema semicontinuo desde volumes inicias con-
dicionados em erlenmeyers até atingirem volumes maiores em estruturas de tanque
de fibra de vidro com volume de 500L.

Os cultivos das cepas obedeceram ao que prescreve BECKER (1994). Para o

cultivo de ambas as microalgas o meio de cultura continha:

KNO® (810 mgL™)

e NaNO; (680 mgL™)

e NaH,PO4.H,0 (415 mgL™)
e MgS04.7H20 (250 mgL™)
e Na,HPO4.2H,0 (180 mgL™")
e CaNO;3)2.4H,0 (25 mgL™)
e FeEDTA (4 mgL™)

e H3BO3(2,5mgL™)

e ZnS04.7H,0 (1 mgL™)

e MnCl.4H,0 (0.2 mgL™)

e CuS04.5H,0 (0,1 mgL™)

o (NH4)sM07024.4H20 (0,03 mgL™)
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Figura 4 — Células de microalgas Scenedesmus subspicatus observadas ao microscopio 6tico com aumento de 400x.

Figura 5: Células de Chlorella vulgaris, observadas ao microscépio 6tico, com aumento de 400x.

4.1. SISTEMAS DE CULTIVO

BECKER (1994) recomenda que os meios de cultura para microalgas possam
ser agrupados em trés tipos, dependendo das matérias-primas utilizadas e o fim da-
do a biomassa das microalgas: a) meio sintético completo; b) aqueles que séo base-
ados em agua natural enriquecida com suplementagado mineral; e c) aguas residuais
como efluentes de estacdes de tratamento, industriais, etc.

Nesse contexto, o nitrogénio e o fésforo desempenham papel importante na
nutricdo das algas. BECKER (1994) mostra que a forma como ambos s&o fornecidos
interfere em seu crescimento. As algas utilizam nitrogénio na forma de nitrato, nitrito,
amonia ou ureia. Ja o fésforo pode ser limitante do crescimento, mas em condigbes
normais € absorvido na forma de ortofosfato, com dependéncia de energia fornecida
por fotossintese ou respiragéo celular (BECKER, 1994).

Os meios de cultura selecionados foram efluentes humanos e de suinos. O
primeiro foi colhido na Estagéo de Tratamento de Efluentes (ETE) Ill da SANEPAR,
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localizada no Bairro Ouro Verde, em Foz do Iguagu/PR (Figura 6). O segundo foi
coletado na Granja Colombari, situada na cidade de Sao Miguel do Iguagu/PR, onde

ha a criagao de cinco mil suinos (Figura 7).

4.1.1 Cultivo com Agrostemin®

A aplicagdo de Agrostemin® foi feita em apenas um cultivo de cada experi-
mento, sendo um de C. vulgaris em efluente humano, um de C. vulgaris em efluente
suino, um de S. subspicatus em efluente humano e um de S. subspicatus em efluen-
te suino, para que se observasse se haveria uma maior produtividade de cada uma

das culturas.

Figura 6 — Coleta de efluentes humanos na ETE Il da SANEPAR - Foz do Iguagu/PR.
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4.2. CARACTERIZACAO DOS EFLUENTES PARA O CULTIVO DAS MICROALGAS

As avalia¢des foram realizadas pelo Instituto Ambiental do Parana (IAP) com
amostras de efluentes humanos e de suinos, e demonstraram que a quantidade de
nitrogénio e fosforo em diversas formas — Fdésforo Total, Ortofosfato Soluvel, Nitro-
génio Amoniacal, Nitrogénio Kjedahl e Nitrogénio Orgénico (ver anexos) — atingiram
concentragdes diferenciadas, mas que seriam suficientes para nutrir as microalgas
dos experimentos.

Foram realizadas analises de 6leos e graxas totais, vegetais e animais, € mi-
nerais em ambos os efluentes no Laboratorio Nucleo de Analises Fisico-Quimicas
Ltda. (NUCLEOTEC), localizado na cidade de Foz do Iguagu/PR. Os resultados es-

tdo demonstrados nas tabelas 4 e 5, nos Resultados e Discussoes.

4.3. POTENCIAL DE PRODUCAO DE BIOMASSA

4.3.1 Local do ensaio de avaliagdo do potencial

Foi montada uma estrutura semelhante a dos laboratérios da UNIOESTE na
Faculdade UDC — Anglo Americano de Foz do Iguacgu, especificamente nos Labora-
térios de Ciéncias Biolégicas (CCBS), de Integracdo do Meio Ambiente (LIMA) e de
Ciéncias Farmacéuticas (CCF).

No CCBS, foram montadas duas estantes com fotoperiodo de 24 horas con-
secutivas e temperatura entre 25°C e 31°C, com média de 28°C (Figura 8). No LIMA,
estdo localizados alguns equipamentos e materiais utilizados, que precederam e
finalizaram o cultivo — microscopios, autoclave, capela, dessecadores, camara de
Neubauer, banho-maria e estufa. No CCF, esta localizado o ultrassom, utilizado para

o rompimento da parede celuldsica e extragao de lipidios das microalgas.
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Figura 8 — Estantes com os cultivos. Os erlenmeyers com solug6es mais claras, sdo efluentes de humanos; os mais escu-

ros, efluentes de suinos.

4.3.2 Cultivo das microalgas

4.3.2.1 Determinacéo da curva de crescimento e melhor diluigdo

Inicialmente, os efluentes foram autoclavados a 120°C por 30 minutos, a fim
de eliminar os microrganismos existentes em cada efluente. Apds a autoclavagem,
tais culturas foram diluidas nas seguintes propor¢des (v/v), para ambos os efluentes

a fim de avaliar a curva de crescimento dos microrganismos:

e Chlorellalhnumanos: 10%, 1%, 0,5% e 0,33%
e Chlorellal/suinos: 10%, 1%, 0,5% e 0,33%
e Scenedesmus/humanos: 10%, 1%, 0,5% e 0,33%

e Scenedesmus/suinos: 10%, 1%, 0,5% e 0,33%

Conforme relatado no item 3.7.1 “Concentracdes ideais de nitrogénio e fosforo
para cultivo de microalgas”, a presenga de baixos niveis desses compostos favorece
a producao de altas taxas de lipidios. Dessa forma, tais diluicdes foram necessarias
em razao das altas concentracbes de compostos nitrogenados e fosfatados, confor-
me descrito no item 5.1 ‘Caracterizagao dos efluentes de humanos e de suinos”.

Foram inoculados 5L de cada cultura de microalgas a fim de se obter uma
curva de crescimento para avaliar o potencial de crescimento das algas naqueles
meios de cultura. Ambos os cultivos foram mantidos em temperatura média de 23°C,

com fotoperiodo de 24 horas constantes.
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Para avaliar o crescimento foi realizada a quantificagdo da densidade celular.
A densidade celular (n° cél.10“*.mL) foi determinada nas amostras das culturas de
microalgas a partir da contagem de células usando uma céamara de Neubauer Im-
proved — hemocidometro, juntamente com o auxilio de um microscoépio 6tico de luz
transmitida, binocular de marca Quimis, modelo Q 7085-4, com magnificagédo total

de 400x para ambas as microalgas.

4.3.2.2 Cultivo para extragao dos 6leos
Numa segunda etapa, foram coletados 16 litros de cada efluente. Ambos fo-
ram autoclavados a 120°C por 30 minutos, a fim de eliminar os microrganismos exis-

tentes em cada efluente. Apds a autoclavagem, foram diluidos da seguinte forma:

e Efluente humano: 50% de efluentes humanos com 50% de agua
destilada, distribuidos em 14 (quatorze) frascos de Erlenmeyers de
1000 mL

e Efluente suino: 20% de efluentes suinos com 80% de agua destila-
da, igualmente distribuidos em outros 14 (quatorze) frascos também
de 1000 mL.

e Em quatro frascos foram adicionados 5 mg do produto Agroste-
mim®, sendo um com cultivo de C. vulgaris em efluente humano,
um com cultivo de C. vulgaris em efluente suino, um com cultivo de
S. subspicatus em efluente humano e um com cultivo de S. subspi-

catus em efluente suino.

Nos frascos com efluentes humanos, em 9 (nove) deles foram inoculadas cul-
turas de Scenedesmus e nos outros 9 (nove) foram inoculadas culturas de Chlorella.
O procedimento foi repetido nos frascos com efluentes de suinos, totalizando 36
frascos.

Ap6s 60 dias, periodo estabelecido para uma boa consisténcia visual e obten-
¢ao de massa suficiente para extragao de éleo para a analise cromatografica, obser-
vou-se um 6timo crescimento de todas as culturas (Figura 9) e iniciou-se a etapa
seguinte. Esta consistiu na filtracdo a vacuo, em filtrador da marca Quimis, modelo Q

355B, com filtros de 14um. Todos os filtros foram colocados em placas de Petri e
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depois em estufa a 40°C por 2 horas. Posteriormente, foram acondicionados em

dessecadores para eliminar qualquer resquicio de umidade.

Figura 9 — Amostras apds 60 dias de cultivo.

4.4 QUANTIFICACAO DO TEOR DE LIPIDIOS DA BIOMASSA DAS MICROALGAS

4.4 1 Extragao de 6leos

Na extracdo do 6leos das microalgas foi utilizada a metodologia de DANTAS
et al. (2010). Apos a dessecacao, foram retiradas duas amostras de cada filtro e pe-
sadas separadamente. Cada amostra foi introduzida em um tubo de ensaio previa-
mente pesado e feita uma nova pesagem, agora com as amostras. Foram adiciona-
dos 5 mL de metanol como solvente e embalados em papel aluminio para evitar a
acao da luz.

O metanol é o solvente mais eficiente para a extragdo de componentes de mi-
croalgas quando se usa o ultrassom. Os tubos contendo as amostras foram coloca-
dos em ultrassom a 40 kHz durante 60 minutos, para efetuar a ruptura da parede
celular e a completa extragdo do 6leo das microalgas. Em seguida, aguardou-se a
completa evaporacdo do metanol em banho-maria a 60°C e o 6leo extraido restou
acumulado nos tubos (DANTAS et al., 2010).

Apos esse procedimento, as amostras foram retiradas e os tubos pesados

somente com o 6leo extraido.
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4.5 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Para a determinagao do perfil de acidos graxos do 6leo extraido foi utilizada
cromatografia gasosa. Primeiramente foi necessario realizar a derivatizagao, ja que
os Oleos a serem analisados precisam ser convertidos em componentes de maior
volatilidade, tais como os ésteres etilicos (VISENTAINER et al., 2006).

Os tubos de ensaio com os oleos extraidos foram enviados a Universidade
Estadual de Maringa (UEM) e os ésteres metilicos obtidos foram analisados em
cromatografia gasosa, aplicando-se a preparagdo para aqueles ésteres de acidos
graxos com 8 (oito) ou mais atomos de Carbono.

A metodologia de transesterificacdo de lipidios com baixo teor de acidez que
foi utilizada consistiu em pesar 100 mg do 6leo em um tubo de ensaio, adicionar 2,0
mL de n-heptano e agitar até a solubilizacao total da matéria graxa. Em seguida adi-
cionou-se 2,0 mL de solugcdo 2 mol/L de KOH em metanol e agitou-se novamente
por cerca de cinco minutos. Apds a completa separacédo das fases, o sobrenadante
foi utilizado para injecao no cromatografo (AGUIAR, 2013).

A analise cromatografica das amostras seguiu os parametros adotados por
METCALFE et al. (1966). Tais parametros seguem os padrdes do método gravimé-
trico segundo a Norma Internacional ISO 6142:2001°. Foi utilizado um cromatégrafo
da marca Varian, modelo CP — 3800, com detector de ionizagdo de chama (DIC),
contendo uma coluna capilar especifica para separagao de acidos graxos BP — X70
— SGE de 30m x 0,25mm. O gas utilizado para arraste foi o hélio, em razao split de
1:10. A analise foi realizada com programacgao de temperatura da coluna, iniciada a
140°C, sendo aquecida até 250°C a 5°C.min"". A temperatura do detector foi mantida
em 220°C e a do injetor em 260°C.

3 Norma ISO 6142, Gas Analysis — Preparation of calibration gas mixtures — Gravimetric method, 2001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DOS EFLUENTES DE HUMANOS E DE SUINOS
Foi realizada a caracterizagdo dos efluentes humanos e suinos por meio de
avaliacdo da quantidade de 6leos e graxas totais, com os resultados demonstrados

nas Tabelas 4 e 5:

Tabela 4 - Analise de efluentes suinos.

PARAMETROS RESULTADOS (m.v') METODOS
Oleos e Graxas Totais 2296,0000 mgL’1 Gravimétrico
Oleos e Graxas Vegetais e Gor- 2272,0000 mgL™* Gravimétrico

duras Animais

Oleos e Graxas Minerais 24,0000 mgL’1 Gravimétrico

Tabela 5 - Andlise de efluentes humanos.

PARAMETROS RESULTADOS METODOS
Oleos e Graxas Totais 21,8000 mgL"1 Gravimétrico
Oleos e Graxas Vegetais e Gor- 18,4000 mgL"1 Gravimétrico

duras Animais

Oleos e Graxas Minerais 3,4000 mgL'1 Gravimétrico

Analisando os resultados, conclui-se que os Oleos e graxas totais dos efluen-
tes suinos constituem 0,023% de sua composicdo e dos efluentes humanos,
0,00022%; oleos e graxas vegetais e gorduras animais de efluentes suinos, 0,023%
e de efluentes humanos, 0,00018%; e, por ultimo, dleos e graxas minerais de efluen-
tes suinos, somam 0,00024% e de efluentes humanos, 0,000034%. Tais informa-
¢bes foram importantes para se conhecer os percentuais de 6leos e graxas encon-
trados em ambos os efluentes e, consequentemente, o potencial de producao de
Oleos por parte das microalgas usadas neste trabalho.

No caso dos efluentes humanos, as concentragdes médias de Nitrogénio e
Foésforo, nutrientes das microalgas, apresentaram os valores médios conforme a Ta-
bela 6:
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Tabela 6 — Concentragdes de Nitrogénio e Fésforo em efluentes humanos.

Nutriente Concentragdo (mglL™)
Fosfato Total 3,2
Nitrogénio Amoniacal 28,3
Nitrogénio Kjedahl 38
Nitrogénio Organico 9,6
Fosforo Total 3,2
Ortofosfato Solavel 1,6

Ja os efluentes de suinos, os valores médios das concentragcdes de Nitrogé-

nio e Fosforo estdo demonstrados na Tabela 7:

Tabela 7 — Concentragées de Nitrogénio e Fosforo em efluentes suinos.

Nutriente Concentragdo (mgL)
Fosfato Total 2.596
Nitrogénio Amoniacal 2.596
Nitrogénio Kjedahl 4.603,3
Nitrogénio Organico 2007,3
Fésforo Total 6.239,3
Ortofosfato Soluvel 347,3

Os resultados completos estdo no anexo C.

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO DE MICROALGAS E ESTUDO DAS DILUICOES
Os cultivos foram realizados conforme descrito no item 4.3.2.1, com duragao

de dez dias, para que houvesse uma curva de crescimento das espécies testadas,

com as fases LAG, fase LOG ou exponencial, fase de estabilizacdo e fase de decli-

nio ou senescéncia. Tais cultivos apresentaram os seguintes resultados:



Figura 10 — Cultura de Chlorella em efluentes humanos
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Figura 12 — Cultura de Scenedesmus em efluentes humanos
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Verificou-se que nao houve especificamente o desenvolvimento de todas as

fases, mas sim um crescimento exponencial em determinadas situagdes. Na Figura

10, a concentragdo em 10% de efluentes humanos (10/100) fez com que a Chlorella

alcancasse o nimero de 226,5.10™ cél.mL, no terceiro dia. Entretanto, a concentra-

¢do 1/100 apresentou um crescimento ideal, mas com pico de 29,75.10* cél.mL

apenas no 7° dia; na Figura 11, a concentragdo em 1% (1/100) de efluentes suinos

permitiu que o cultivo de Chlorella chegasse a 537.10™ cél.mL, no sexto dia; na Figu-
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ra 12, o melhor resultado foi no cultivo em 10% (10/100) de efluentes humanos, que
demonstrou uma concentracdo de Scenedesmus de 68,25.10™ cél.mL, no quarto dia;
e na Figura 13, o que apresentou melhor resposta foi o cultivo realizado em diluicao
a 1% (1/100) de efluentes suinos, com uma concentracdo de 288,25.10™* cél.mL de
Scenedesmus, no terceiro dia.

O crescimento de C. vulgaris em ambos os cultivos (humano e suino) atingiu
a densidade de celular maxima entre o 5° e o 6° dias. Tal indice € semelhante ao
encontrado por OHSE et al. (2008). Ja o crescimento de S. subspicatus nos dois cul-
tivos (humano e suino) foi semelhante ao descrito por RIBEIRO (1997), com a maior
densidade celular entre os 3° e 4° dias.

Para fins de producao de biomassa e obteng¢ao dos lipidios que foram anali-
sados por cromatografia gasosa, foram selecionadas as diluicdes de 20% (20/100)
dos efluentes suinos e de 50% (50/100) de efluentes humanos, apenas para realizar

as analises quantitativa e qualitativa dos 6leos produzidos pelas microalgas.

5.3 ANALISES QUALITATIVA E QUANTITATIVA DA PRODUCAO DE OLEOS

As analises qualitativa e quantitativa das microalgas C. vulgaris e S. subspica-
tus tiveram como objetivo a obteng¢ao de percentuais de lipidios em quantidade sufi-
ciente para a producao de biodiesel. Objetivou-se também uma analise comparativa
entre a gordura existente nos efluentes e a massa produzida pelas microalgas.

A Tabela 8 demonstra o teor de gorduras totais encontrado nas culturas reali-

zadas.

Tabela 8 — Teor de gorduras totais das culturas de microalgas.

Tratamento Teor de Gordura Totais (%)*
Chlorella - suinos 37,70 £ 9,55
Scenedesmus - suinos 25,96 +6,4
Chlorella - humanos 50,12 £9,19
Scenedesmus - humanos 33,46 +5,71

4 - . =
Resultados expressos pela média + desvio padrao.
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Nos resultados obtidos, observa-se que a cultura de C. vulgaris em efluentes
humanos foi a que apresentou a melhor produgédo de gorduras totais, num total de
50,12%, com variagéo de + 9,19%. O cultivo de C. vulgaris em efluentes suinos pro-
duziu um total de 37,70% de gorduras totais, com variagéo de + 9,55%. As culturas
de S. subspicatus em efluentes suinos e humanos apresentaram rendimento inferior,

com 25,96% (variacéo de + 6,4%) e 33,46% (variagdo de + 5,71%), respectivamente.

Nos cultivos com o produto Agrostemin®, os resultados obtidos foram os dis-

criminados na Tabela 9:

Tabela 9 - Cultivos com Agrostemin® e os percentuais de gordura obtidos

Cultivo com Agrostemin® % de gordura
Chlorella - suino 46,66
Scenedesmus - suino 46,86
Chlorella - humano 70,35
Scenedesmus - humano 37,94

Houve relevante aumento na producé&o de gordura nos cultivos com Agroste-
min®. Na cultura de C. vulgaris em efluente suino com o produto, a producgao foi de
aproximadamente 23%; na cultura de S. subspicatus no mesmo efluente, juntamente
com o produto, o aumento foi proximo de 80%; no cultivo de C. vulgaris em efluente
humano, com o produto adicionado, o acréscimo foi de aproximadamente 41%; e no
cultivo de S. subspicatus em efluente humano, houve aumento de 13%. Tais valores
encontram respaldo nas informacdes prestadas pela empresa que comercializa o
produto (AGROSTEMIN®®).

5.3.1 Analise qualitativa da producao de d6leos
A analise qualitativa foi feita por meio de cromatografia gasosa e determinou
quais os tipos de acidos graxos encontrados nos Oleos extraidos que pudessem

constituir biodiesel.

> http://www.agrostemin.com.br/
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A cromatografia gasosa utilizou os seguintes padrbes de acidos graxos: acido
caprilico (C8:0); acido caprico (C10:0); acido laurico (C12:0) acido miristico (C14:0);
acido palmitico (C16:0); acido palmitoleico (C16:1); acido hexadecanoico (C16:2),
acido estearico (C18:0); acido oleico (C18:1); acido linoleico (C18:2); acido linolénico
(C18:3); acido araquidico (C20), acido behénico (C22), e acido lignocérico (C24).
Tais ésteres metilicos foram identificados por comparagdo com os padrées cromato-
graficos (Figura 14).

O padrao interno (PI) utilizado foi o éster metilico tricosandico 99%, Cy3, ad-
quirido da Sigma-Aldrich. Este éster foi escolhido como PI por n&o ter sido identifica-
do como componente da amostra de ésteres produzidos. Além disso, € um compos-
to estavel e permite a adicdo de uma quantidade precisa na amostra e, principal-
mente, apresenta a resposta proxima aos componentes encontrados no biodiesel
produzido (VISENTAINER e FRANCO, 2006).

Figura 14 — Perfil cromatografico do padrao analitico de acidos graxos.
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A Figura 14 mostra o grafico com a cromatografia padrdo utilizada para se

tempo de retengdo (minutos), constata-se a presencga dos acidos C8:0 (caprilico),
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C10:0 (caprico) = (7.340), C12:0 (laurico) = (9.582), C14:0 (miristico) = (11.984),
C16:0 (palmitico) = (14.687), C16:1 (palmitoleico) = (15.290), C16:2 (Hexadecanoi-
co), C18:0 (estearico) = (17.587), C18:1 (oleico) = (18.212), C18:2 (linoleico) =
(18.761), C18:3 (linolénico) = (19.171) e C20:0 (araquidico) = (20.683), C22:0
(behénico) = (21.297) e C24:0 (lignocérico) = (22.234), sendo 23.730 o tempo de

retengcao do padrao interno.

O grafico da Figura 15, com o cultivo de C. vulgaris em efluentes humanos,
registrou a presenga dos ésteres C14:0 (palmitico) = (14.238), C16:1 (palmitoleico) =

(14.876), C18:0 (estearico) = (17.491), com o palmitoleico em maiores quantidades.

Figura 15 — Perfil cromatografico de Chlorella em efluentes humanos
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Na Figura 16, temos os resultados do cultivo de Chlorella vulgaris em efluen-
tes suinos, onde se constata a presenca dos acidos C8:0 (caprico) = (5.763), C14:0
(miristico) = (11.813), C16:0 (palmitico) = (14.619), C16:1 (palmitoleico) = 15.015,
C18:0 (estearico) = (17.662), C18:1 (oleico) = (18.182), C18:2 (linoleico) = (18.594),
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C18:3 (linolénico) = (19.058), com maiores volumes para o palmitico, o estearico e o

oleico.

Figura 16 — Perfil cromatografico de Chlorella em efluentes suinos
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A Figura 17 apresenta o grafico do cultivo de S. subspicatus em efluentes
humanos, com a presenga em destaque dos acidos C16:0 (palmitico) = (14.868),
C16:1 (palmitoleico) = (15.536), C18:0 (estearico) = (17.492), com o maior volume

para o acido palmitico.
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Figura 17 — Perfil cromatografico de Scenedesmus em efluentes humanos
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Por fim, a Figura 18 aponta o perfil cromatografico obtido na cultura de Sce-
nedesmus subspicatus em efluentes suinos. Consta a presenca dos acidos C10:0
(caprico) = (7.654), C12;0 (laurico) = (9.715), C14:0 (miristico) = (11.875), C16:0
(palmitico) = (14.333), C16:1 (palmitoleico) = (15.533), sendo que o laurico e o miris-

tico estdo em maiores teores.
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Figura 18 — Perfil cromatografico de Scenedesmus em efluentes suinos
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5.3.2 Analise quantitativa da produgao de 6leos

A analise quantitativa objetivou verificar o percentual de acidos graxos em
cada amostra de 6leo extraido das microalgas. Tendo como referéncia a quantidade
de 100 mg de cada 6leo analisado, os resultados obtidos podem ser analisados nas
Tabelas 8,9, 10 e 11.

A Tabela 10 representa o cultivo de C. vulgaris em efluentes humanos e de-
monstra que os acidos graxos com maiores concentracbes e que fazem parte da
composi¢ao do biodiesel é o C16:1 (palmitoleico), com 33,38% e o C18:2T (linolei-

co), com 35,17% da massa seca total.
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Tabela 10 — Percentual de acidos graxos de C. vulgaris em efluentes humanos

Chlorella - humanos

Compostos Tempo de Reteng¢do (min) Area Teor 6leo (%)
Cl6:1 10,584 4574 33,38
C18:1 14,238 589 4,30
C18:2T 14,876 4819 35,17
C18:2N 16,045 2761 20,15
C20:1 17,491 958 6,99

Os acidos graxos com maiores percentuais no cultivo de C. vulgaris em eflu-
entes suinos sdo C18:1 (oleico), com 25,63%, C18:3 (linolénico), com 23,38% e
C20:0 (araquidico), com 37,29% do total de massa seca utilizada e estdo represen-

tados na Tabela 11.

Tabela 11 — Percentual de acidos graxos de C. vulgaris em efluentes suinos

Chlorella - suinos

Compostos Tempo de Retengdo (min) Area Teor 6leo (%)
C13:0 5,763 690 0,50
C17:0 11,813 4452 3,24
Cl17:1 12,492 1031 0,75
C18:0 13,844 373 0,27
C18:1 14,619 35189 25,63
C18:2 15,152 4667 3,40
C18:3 17,662 32098 23,38
C20:0 18,182 51196 37,29
C21:0 19,058 7162 5,22
C20:3 21,041 442 0,32

Na tabela 12, que representa o cultivo de S. subspicatus em efluentes huma-
nos, os maiores percentuais estdo representados nos acidos C16:1 (palmitoleico),
com 28,85%, C18:1CIS (oleico), com 27,69% e C18:2N (linoleico), com 24,07% do

total da massa utilizada.
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Tabela 12 — Percentual de acidos graxos de S. subspicatus em efluentes humanos

Scenedesmus - humanos

Compostos Tempo de Retengdo (min) Area Teor 6leo (%)
Cl6:1 10,578 2949 28,85
C18:1 14,235 448 4,38

C18:1CIS 14,868 2830 27,69
C18:2N 15,536 345 3,38
C18:2N 16,043 2460 24,07

C20:1 17,222 318 3,11
C20:1 17,492 872 8,53

Os acidos graxos que compdem o biodiesel com percentuais mais elevados
do dleo produzido pelo cultivo de S. subspicatus em efluentes humanos estao repre-
sentados na Tabela 13 e sdo os seguintes: acido C15:1 (pentadecanoico), com
55,22%, acido C17:0 (heptadecanoico), com 15,65%, acido C16:0 (palmitico), com
13,14% e C20:4 (araquidbnico), com 10,11% do total.

Tabela 13 — Teor de dleos obtidos em culturas de S. subspicatus em efluentes suinos

Scenedesmus - suinos

Compostos Tempo de Retengdo (min) Area Teor 6leo (%)
Ci4:1 7,65 640 0,84
C15:0 8,37 1373 1,81
C15:1 9,715 41890 55,22
C16:0 9,96 9969 13,14
C17:0 11,87 11875 15,65
C18:1 14,33 1194 1,57
C18:1 14,85 342 0,45
C18:2 15,553 278 0,37
C18:3 16,59 622 0,82
C20:4 22,64 7672 10,11

TEIXEIRA et al. (2006) citam que o percentual de lipidios produzido por dois
tipos de Scenedesmus (obliquus e dimorphus) pode alcancgar entre 12% e 14%, e
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16% e 40%, respectivamente. Ja para C. vulgaris, o percentual obtido foi entre 14%
e 22%. BECKER (2006) menciona valores idénticos para S. obliquus e para C. vul-
garis. Comparativamente, vé-se que os cultivos de C. vulgaris em ambos os efluen-
tes ultrapassaram os numeros encontrados pelos referidos autores, que mencionam
apenas o CO, como fonte de nutrientes para as algas citadas. Ja os indices de S.
subspicatus apresentaram semelhangas com os descritos pelos mesmos.

A variagcdo dos resultados se deve ao fato de se tratar de microrganismos,
nos quais a diferenga no numero de células pode ter sido grande na hora da inocu-
lacdo. Nao havendo meios de se controlar o numero de células, pois a inoculagao foi
feita somente através de volumes, entende-se que possa ter havido uma introdugao

maior ou menor de células em cada recipiente por esse fator.
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6. CONCLUSOES

Embora nao se tenha precisado a quantificacdo de biomassas de microalgas
Chilorella vulgaris e Scenedesmus subspicatus cultivadas em efluentes de humanos
e de suinos, foi possivel verificar que a mesmas alcangcaram quantidades suficientes
para a obtencao de dleos destinados a obtencéo de biodiesel. As concentragdes dos
efluentes foram determinantes para o bom crescimento das microalgas. O melhor
desenvolvimento foi o de C. wvulgaris em efluentes suinos a 10%, com pico de
537.10 cél.mL, seguido pelo cultivo de S. subspicatus em efluentes humanos a 1%,
com o maximo de 288,25.10 cél.mL.

A caracterizagao fisico-quimica dos efluentes constatou a presenca de pe-
quena quantidade de gorduras e graxas totais em ambos os efluentes. Com a com-
provagéo da presenga de nutrientes (Nitrogénio e Fosforo) em quantidade suficiente
para o desenvolvimento das microalgas pode-se verificar um crescimento acentuado
destas, o suficiente para produzir 6leos que possibilitam a fabricacdo do biodiesel.
Entretanto, alguns nutrientes, em quantidade elevada, sao fatores limitantes do
crescimento das microalgas. Nos efluentes humanos apresentaram concentragéo de
Nitrogénio Kjedal de 38 mgL™" e o de Fésforo de 3,2 mgL™; nos efluentes suinos, as
concentragbes foram muito superiores, com o Nitrogénio Kjedal apresentando
4.603,3 mgL™ e o Fosforo com 6.239,3 mgL™". Dessa forma, justificou-se a diluigdo
dos efluentes, especialmente os de origem suina, para que 0os microrganismos pu-
dessem se desenvolver.

Apos o tempo de cultivo, verificou-se que a producao de 6leos pelas microal-
gas foi bastante satisfatéria, possibilitando a extracdo para a produgcao de biodiesel.
Tais 6leos foram caracterizados e neles foram encontrados varios acidos graxos que
podem compor o biodiesel. Os acidos graxos produzidos com maiores niveis encon-
trados foram C16:2 (linoleico), com 35,17% no cultivo de C. vulgaris em efluente
humano, C20:0 (araquidico), com 37,29% no cultivo de C. vulgaris em efluente sui-
no, C16:1 (palmitoleico), com 28,85% no cultivo de S. subspicatus em efluente hu-
mano e C15:1 (pentadecanoico), com 55,22% no cultivo de S. subspicatus em eflu-
ente suino.

Sendo assim, o efluente e a microalga que mais se mostraram propicios para

a producédo de biodiesel foram o de humanos e S. subspicatus, respectivamente.
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Entretanto, os outros cultivos se mostraram bastante promissores, ndo podendo ser

desprezados, merecendo igualmente especial atengéo.
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