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Resumo

Estudos recentes apontam que as microalgas possuem grande potencial para
producdo de lipidios que possam se transformar em biodiesel. Este trabalho objetivou estudar
a Chlorella vulgaris e verificar seu perfil de acidos graxos, tendo os efluentes suinos como
substrato. Foram feitos quatro ensaios para verificar os percentuais de gordura produzida. Os
componentes nitrogenados e fosfatados que servem de fonte de nutri¢cdo para as microalgas
foram analisados, constatando-se a presenca desses componentes em concentragdes
satisfatorias. Apos a extracdo dos lipidios, fez-se a caracterizacdo dos acidos graxos presentes
através da cromatografia gasosa. Foram encontrados varios ésteres que formam a base do

biodiesel, conforme especificages da ANP.

Introducéo
Durante o século passado, 0os combustiveis fosseis estiveram em evidéncia no cenério

energético mundial, respondendo, naquela época, por cerca de 60% do consumo de energia do
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planeta (NASCIMENTO, 2009), sendo os combustiveis fésseis 0s maiores responsaveis por
emissOes de gases de efeito estufa (GEE). Por conta disso, alternativas ditas ecoldgicas estéo
sendo estudadas e viabilizadas com varios intuitos, mas especificamente, o de mitigar os
efeitos relacionados as emissées de GEE (ALEJANDRA et al, 2010; BORGES, 2005; DEDE,
2010).

Visando um alcance mais imediato, o governo federal brasileiro fomenta
oficialmente a pesquisa de formas alternativas de obtencdo de energia para substituir os
combustiveis fosseis (NASCIMENTO et al, 2009 e PAULILLO, 2009) e uma delas é o estudo
de biocombustiveis, tendo as microalgas como fonte para esse tipo de biocombustivel, por
apresentarem potencial adequado para tal, em razdo de suas caracteristicas: custos baixos para
a colheita e transporte; menor gasto de agua, se comparado ao cultivo de plantas; as condicdes
para seu cultivo ndo precisam ser necessariamente iguais as de culturas convencionais; podem
ser cultivadas em meio salino, doce ou salobro; sdo excelentes fixadores de CO2. Além disso,
as terras utilizadas podem ser desérticas e com alto indice de irradiagdo solar, podendo ser
utilizados residuos de outras producbes, como o CO2 de processos industriais e residuos
organicos (TEIXEIRA, 2006).

COMPOSICAO DO BIODIESEL

De acordo com a Resolucdo ANP 14/2012, em seu art. 2°, biodiesel € “combustivel
composto de alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da
transesterificacdo e oul/esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem vegetal ou
animal, e que atenda a especificagdo contida no Regulamento Técnico n°® 4/2012” (ANP,
2012).

Conforme ensinam LOBO et al (2009), o biodiesel é resultado de uma mistura de
alquil ésteres de cadeia linear, obtida através da transesterificacdo dos triglicerideos de 6leos e
gorduras com alcodis de cadeia curta , tendo como coproduto o glicerol. Para a
transesterificacdo desses 6leos os alcoois mais utilizados séo o etanol e o metanol.

O metanol é o mais utilizado por ser mais reativo, implicando em menor temperatura
e tempo de reacdo. J& o etanol é menos toxico, renovavel e produz biodiesel com mais cetonas
e lubricidade. Entretanto, promove maior dispersdo da glicerina, tornando dificil sua
separacdo (LOBO et al, 2009).

Em se tratando de normas de padrdo de qualidade para biodiesel, as aplicadas pela

americana ASTM (American Society of Testing and Materials) de nimero D6751e pela
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europeia CEN (Comité Européen de Normalisation) a EN 14214, s&o as mais usadas como
referéncias para outras padronizagdes, inclusive a brasileira (LOBO et al, 2009).

No Brasil, para que o biodiesel seja aceito, a Resolucdo 14/2012 da ANP impde as
especificacbes para os padrbes de qualidade do combustivel, conforme Regulamento Técnico

da ANP n° 4/2012, constante da mesma Resolucéo.

MICROALGAS COMO MATERIA-PRIMA PARA BIOCOMBUSTIVEIS

O rendimento em o6leo é cerca de quinze vezes maior que o de palma, que € a
oleaginosa de maior produtividade. A extracdo é simples, podendo ser feita por esmagamento
ou ultrassom (NASCIMENTO et al., 2009), usando solvente, de forma fluida supercritica,
enzimatica, por chogue osmotico e extracdo ultrassénica assistida (AFIFY, 2010 e
NASCIMENTO et al., 2009). Sua ecocompatibilidade € altamente eficiente, pois atende ao
interesse principal que é a substituicdo gradual do diesel usado na maioria dos transportes de
carga.

Grande parte dos estudos com microalgas tem como objetivo o resgate do CO2 da
atmosfera, objetivando a diminuicdo do efeito estufa como forma de amenizar o aquecimento
global. Entretanto, outros elementos fazem parte da nutricdo daqueles microrganismos, como
nitrogénio e fosforo. As concentragbes desses nutrientes alteram substancialmente o
desenvolvimento das microalgas, interferindo na producéo de lipidios. As microalgas podem

ser utilizadas para remover Nitrogénio e Fosforo de efluentes (BERTOLIN et al, 2003).

NUTRIC}AO ALTERNATIVA PARA MICROALGAS

A proposta deste trabalho é o tratamento de efluentes suinos. E sabido que a
suinocultura causa impactos ambientais de grande magnitude, pois é adotado 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 dejetos suinos na Regido Sul do Brasil
ultrapassava 37 milhdes de m3, mas hoje responde por quase 70% da criacdo desses animais
em nosso Pais conforme a CIAS (EMBRAPA, 2011), com expectativa de crescimento da
ordem de 22% nos proximos dez anos (UOL, 2013). Trata-se, portanto, de um gigantesco
campo para cultivo de microalgas e, consequentemente, a geracdo de biodiesel. Sendo assim,
a utilizacdo de algas torna-se uma alternativa economicamente viavel, por se tratar de

mecanismo biolégico com resultados altamente positivos (ARAUJO et al, 2005).
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BECKER (1994) recomenda que os meios de cultura para microalgas possam ser
agrupados em trés tipos, dependendo das matérias-primas utilizadas e o fim dado a biomassa
das microalgas: a) meio sintético completo; b) aqueles que sdo baseados em agua natural
enriquecida com suplementacdo mineral; e c) aguas residuais como efluentes de estacdes de
tratamento, industriais, etc.

Nesse contexto, o nitrogénio e o fosforo desempenham papel importante na nutri¢do
das algas. BECKER (1994) mostra que a forma como ambos sao fornecidos interfere em seu
crescimento. As algas utilizam nitrogénio na forma de nitrato, nitrito, amoénia ou ureia. J& 0
fésforo pode ser limitante do crescimento, mas em condi¢Ges normais é absorvido na forma
de ortofosfato, com dependéncia de energia fornecida por fotossintese ou respiracdo celular
(BECKER, 1994).

Material e Métodos

As cepas das microalgas Chlorella vulgaris foram obtidas junto ao Centro de
Pesquisas em Aquicultura Ambiental (CPAA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
UNIOESTE, campus de Toledo.

Os meios de cultura selecionados para este trabalho foram os efluentes de suinos
coletados na Granja Colombari, situada na cidade de Sdo Miguel do Iguacu/PR, onde ha a
criacdo de cinco mil suinos. As avaliacdes feitas pelo Instituto Ambiental do Paranad (IAP)
com amostras de efluentes de suinos demonstram que a quantidade de nitrogénio e fosforo em
diversas formas — Fésforo Total, Ortofosfato SolUvel, Nitrogénio Amoniacal, Nitrogénio
Kjedahl e Nitrogénio Orgéanico — atingiram concentragdes diferenciadas, mas que seriam
suficientes para nutrir as microalgas dos experimentos. Analisou-se também, nos Laboratorios
NUCLEOTEC, o percentual de gordura nas amostras coletadas. Em ambas as analises foram
utilizadas a metodologia descrita no Standard Methods (APHA, 2005).

ESTRUTURA DE LABORATORIO

Foi montada uma estrutura nos Laboratérios de Ciéncias Bioldgicas (CCBS), de
Integracdo do Meio Ambiente (LIMA) e de Ciéncias Farmacéuticas (CCF) da Faculdade
Anglo-Americano de Foz do Iguagu, com duas estantes com fotoperiodo de 24 horas
consecutivas e temperatura entre 25°C e 31°C, com média de 28°C. 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
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estufa. No CCF, esté localizado o ultrassom, utilizado para o rompimento da parede celulésica
e extracdo de lipidios das microalgas.

CULTIVO DAS MICROALGAS

Inicialmente, os efluentes foram autoclavados a 120°C por 30 minutos, a fim de
eliminar os microrganismos existentes em cada efluente. Ap6s a autoclavagem, tais culturas
foram diluidas nas seguintes proporcdes:

. 10%, 1%, 0,5% e 0,3%.

Foram inoculados 5puL de cultura de C. vulgaris a fim de se obter uma curva de
crescimento para avaliar o potencial de crescimento das algas naqueles meios de cultura.

Na etapa seguinte, alterou-se a concentracdo dos efluentes para 20%, sendo
inoculados 10 pL de culturas de C. vulgaris e deixadas por um periodo de 60 (sessenta) dias.
Os cultivos foram feitos em quatro repeticdes. Apos esse periodo, iniciou-se a etapa seguinte.
Esta consistiu na filtragdo a vacuo, em filtrador da marca Quimis, modelo Q 355B, com filtros
de 14um. Todos os filtros foram colocados em placas de Petri e depois em estufa a 40°C por 2
horas. Posteriormente, foram acondicionados em dessecadores para eliminar qualquer

resquicio de umidade.

EXTRACAO DE OLEOS

A extracdo do Oleo das microalgas foi feita usando a metodologia aplicada por
DANTAS et al (2010). Apds a dessecacdo, foram retiradas duas amostras de cada filtro e
pesadas separadamente. Cada amostra foi introduzida em um tubo de ensaio previamente
pesado e feita uma nova pesagem, agora com as amostras. Foram embalados em papel
aluminio para evitar a acao da luz. Posteriormente, foram adicionados 5 mL de metanol como
solvente. Os tubos contendo as amostras foram colocados em ultrassom a 40 kHz durante 60
minutos, para efetuar a extracdo do 6leo das microalgas. Apos esse procedimento, as amostras

foram retiradas e os tubos pesados somente com o dleo extraido.

CROMATOGRAFIA GASOSA

Para a determinacdo do perfil de &cidos graxos do Oleo extraido foi utilizada
cromatografia gasosa (VISENTAINER et al, 2006). A metodologia de transesterificacdo de
lipidios com baixo teor de acidez que utilizada consiste em pesar 100 mg do 6leo em um tubo

de ensaio, adicionar 2,0 mL de n-heptano e agitar até a solubilizagdo total da matéria graxa.
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Em seguida adicionou-se 2,0 mL de solugdo 2 mol.L-1 de KOH em metanol e agitou-se
novamente por cerca de cinco minutos. Apo6s a completa separacdo das fases, o sobrenadante
foi utilizado para injecao no cromatdgrafo.

A analise cromatografica das amostras seguiu 0s parametros adotados por
METCALFE et al (1966). Foi utilizado um cromatografo da marca Varian, modelo CP —
3800, com detector de ioniza¢do de chama (DIC), contendo uma coluna capilar especifica
para separacdo de &cidos graxos BP — X70 — SGE de 30m x 0,25mm. O gés utilizado para
arraste foi o hélio, em razdo split de 1:10. A andlise foi realizada com programacédo de
temperatura da coluna, iniciada a 140°C, sendo aquecida até 250°C a 5°C min-1. A
temperatura do detector foi mantida em 220°C e a do injetor em 260°C.

A cromatografia gasosa utilizou os seguintes padrdes de acidos graxos: acido
caprilico (C8:0); acido caprico (C10:0); acido laurico (C12:0) acido miristico (C14:0); acido
pentadecanoico (C15); &cido palmitico (C16:0); &cido palmitoleico (C16:1); &cido estearico
(C18:0); acido oleico (C18:1); acido linoleico (C18:2); acido linolénico (C18:3); acido acido
behénico (C22) e acido lignocérico (C24). Tais ésteres foram metilicos foram identificados

por comparagdo com os padrbes cromatograficos através do tempo de retencéo.

Resultados e Discussdes

Os cultivos foram realizados com durag¢do necessaria para que houvesse uma curva
de crescimento das espécies testadas, com as fases LAG, fase LOG ou exponencial, fase de
estabilizacdo e fase de declinio ou senescéncia. Tais cultivos apresentaram 0s seguintes

resultados:
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200
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Figura 1: Curva de crescimento de Chlorella vulgaris em efluentes suinos

Verificou-se que ndo houve especificamente o desenvolvimento de todas as fases,

mas sim um crescimento exponencial em determinadas situagdes. A concentracdo em 1%
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(1/100) de efluentes suinos permitiu que o cultivo de Chlorella chegasse a 537.10™ cél.mL™,
no sexto dia. Dessa forma, vé-se que ndo houve um crescimento ideal, somente o crescimento
exponencial.

Fez-se também um cultivo em concentracdo distinta, a fim de se estabelecer o
potencial de producéo de lipidios por parte das microalgas escolhidas. Tal cultivo apresentou
o resultado demonstrado na Figura 2:

Chlorella suinos 20/100

90 R
& 80 AN
+ 70 [\
4 60 / X
2 0 / N\
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I 7 \v/ 20/100
10 ,/
4] o= T

Dias

Figura 2: Cultivo de Chlorella vulgaris em efluentes suinos — concentracdo a 20%

Tem-se aqui, a obtencéo do melhor resultado no quarto dia, com 94,25.10 cél.mL™
de C. vulgaris. O padrdo cromatografico esta estabelecido na Figura 3.
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Figura 3: Padrao cromatografico para andlise de ésteres extraidos de Chlorella vulgaris

Apds analise cromatografica, os resultados estdo demonstrados na Figura 4:

Revista Brasileira de Energias Renovaveis, v. 2, p. 23-33, 2013



NOVAES JUNIOR, S.O. et al.,

#* #*

TNl

i

T

1M

Figura 4: Analise cromatografica dos acidos graxos contidos nas amostras

Constatou-se a presenca dos seguintes acidos graxos: C13:0 = Tridecanoico (5,763);
C17:0 — Heptadecanoico (11,813); C17:1 — Heptadecanoico (12,492); C18:0 — Estearico
(13,874); C18:1 — Oleico (14,619); C18:2 — Linoleico (15,152); C18:3 — Linolénico (17,662);
C20:0 — Araquidico (18,182); C21:0 — Heneicosanoico (19,058); e C20:3 — Eicosanotrienoico
(21,041).

Concluséo
Verificou-se que o cultivo de microalgas em efluentes suinos apresentou crescimento
satisfatorio e foi capaz de sintetizar os ésteres necessarios a obtencdo de biodiesel. Estudos

posteriores poderdo quantificar o percentual que foi utilizado da massa obtida.
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