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RESUMO

Estudos atuais mostram o grande potencial da utilizagdo de microalgas para a
producado de biodiesel e geracédo de energia devido ao seu rapido crescimento,
produtividade e alto teor de lipideos. O aprimoramento dos processos de
producdo e a diminuicdo de custos sdo 0s principais desafios a serem
superados no desenvolvimento dessa tecnologia. Como o meio de cultivo
corresponde a 75% do custo de producdo da biomassa, o presente trabalho
teve o objetivo de avaliar a utilizacdo de dejeto proveniente de suinocultura
como alternativa ao meio de cultivo sintético no cultivo de microalgas. O
efluente suino é rico em fésforo e nitrogénio e se configura como grave
problema ambiental se descartado incorretamente. Com base nesses dados,
prop6s-se trés diluicdes do dejeto em agua (5%, 10% e 30%). Os melhores
resultados foram obtidos em cultivo em reator airlift na diluicdo de 10%, com
concentracdo final de células igual a 5199 + 458 x10* cél.mL™ e producéo
efetiva de biomassa de 1,44 + 0,04 g.L™. Esses resultados sdo 70% e 40%
superiores quando comparados ao meio de cultivo sintético usado como
controle. ApOs a recuperacao da biomassa, o 6leo foi extraido e o biodiesel
sintetizado por esterificacdo enzimatica. O perfil lipidico dos &cidos graxos
presentes no Oleo consistiu em 29,12% saturados, 49,08% monoinsaturados e
20,5% poli-insaturados. A producao de 6leo em 15 dias de cultivo com efluente
sufno correspondeu a 360 mg.L™, sendo 46% superior ao cultivo controle. A
conversdo do 6leo em biodiesel consistiu em 98,73% em 12 horas. Além disso,
avaliou-se a capacidade de remocao de nutrientes do efluente pelas microalgas
e alcancou-se uma diminuicdo média de 94,5% de nitrogénio amoniacal,
nitrogénio orgéanico e nitrogénio total. Os resultados puderam comprovar a
eficiéncia da utilizacdo de residuo suino como meio de cultivo e fonte de
nutrientes para as microalgas, a viabilidade da producdo do biodiesel e a
consequente biorremediacdo desse dejeto, demonstrando o potencial que o
cultivo de microalgas apresenta em relacdo a producdo de biocombustiveis e
adequacao ambiental de efluentes.

Palavras chaves: biodiesel, microalga, dejeto suino, biorremediacéo.



ABSTRACT

Current studies show the great potential of using microalgae for biodiesel
production and energy generation due to its simple structure, fast growth and
high lipid content. The improvement of production processes and the reduction
of the costs are the main challenges to be overcome in the development of this
technology. As the culture medium corresponds to 75% of the production cost
of biomass, this study aimed to evaluate the use of manure from swine as an
alternative to synthetic culture medium in the cultivation of microalgae. The
swine wastewater is rich in phosphorous and nitrogen and is configured as a
serious environmental problem if discarded improperly. Based on these data, it
was proposed three dilutions of manure in water (5%, 10% and 30%). The best
results were obtained in airlift reactor cultivation at the dilution of 10%, with cell
growth of 5199 + 458 x10*cél.mL? and effective biomass gain of
1.44 +0.04 g.L™. These results are 70% and 40% higher when compared to the
control medium. The lipid profile of the fatty acids present in the oil consisted of
29.12% saturated, 49.08% monounsaturated and 20.5% polyunsaturated. Oil
production in 15 days of culture with swine wastewater corresponded to
360 mg.L™", 46% higher than the control cultive. The conversion of oil to
biodiesel consisted of 98.73% in 12 hours. Furthermore, it was evaluated the
capacity of microalgae to remove nutrients from wastewater and it was reached
an average decrease of 94.5% of ammoniacal nitrogen, organic nitrogen and
total nitrogen. The results could prove the efficiency of the use of pig waste as
culture medium and nutrient source for microalgae, the viability of biodiesel
production and the consequent bioremediation of this manure, demonstrating
the potential that the cultivation of microalgae shows in the production of
biofuels and the environmental suitability of effluents.

Keywords: biodiesel, microalgae, swine manure, bioremediation.
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1 INTRODUCAO

A demanda energética nos dias atuais aumentou exponencialmente e o
desenvolvimento de combustiveis alternativos e renovaveis consiste em uma
importante tarefa. O desenvolvimento tecnolégico requer que as matrizes
fornecedoras de energia sejam cada vez mais eficientes e numerosas. As
fontes convencionais e fosseis de energia, apesar de abundantes, ndo séo
renovaveis e sua queima acarreta problemas ambientais, como o0 aquecimento
global e a chuva &cida. A pesquisa de energias renovaveis e com menores
indices de poluicdo ganha destague e se mostra fundamental para o futuro.

Nesse contexto, uma alternativa promissora consiste na utilizacdo de
microalgas como matéria-prima para obtencéo de 6leo e producédo de biodiesel
a fim de atender a demanda de combustivel e geracdo de energia para outros
fins especificos.

Apesar de apresentar vantagens, como a n&o competicdo com
alimentos e areas agriculturaveis (podendo ser cultivadas em varios locais), o
cultivo de microalgas para biocombustiveis apresenta-se hoje como tecnologia
cara e sem capacidade de competir com fontes tradicionais de éleo como, por
exemplo, as espécies vegetais oleaginosas. Dessa forma, aprimorar 0Ss
processos envolvidos na producdo de biomassa de microalgas de forma viavel
€ importante para se atingir certa autonomia energética ndo dependente do
petréleo. Os principais desafios apresentados por essa tecnologia sdo: o
aprimoramento dos processos de cultivo e de isolamento do 6leo e a relacéo
custo/produtividade dos meios de cultivo necessarios para producdo da
biomassa.

Tradicionalmente as microalgas tém sido empregadas na geracdo de
alimentos para a aquicultura, na producao de alevinos e na cultura do camarao.
Além disso, devido a sua capacidade de assimilar nutrientes presentes na
agua, as microalgas podem ser utilizadas na biorremediacdo e tratamento de
aguas contaminadas. De acordo com Abdel-Raouf, Al-Homaidan e Ibraheem
(2012), o uso de culturas de microalgas para o tratamento de aguas residuais

de alta carga organica iniciou-se ha 75 anos com os géneros Chlorella e
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Dunaliella. Esse biotratamento € interessante devido a conversao da energia
solar em biomassa e a incorporacdo de nutrientes como 0 nitrogénio e o
fésforo, que poderiam ocasionar o fendmeno da eutrofizacdo de corpos
hidricos (de la NOUE e de PAUW, 1988).

Pensando sustentavelmente, os residuos originarios da criagdo de
porcos podem se mostrar como alternativa para o barateamento e simplificacao
dos meios de cultivo das microalgas. Tais residuos sao ricos em nitrogénio e
fosfato e sdo hoje dispensados em sua maior parte de forma incorreta,
colocando em perigo a integridade ambiental e até mesmo a saude dos seres
vivos. Além de agregar valor a cadeia produtiva de proteina animal, propde-se
um ganho de produtividade microalgal (e de producdo de biodiesel) e uma
alternativa a um problema ambiental atual.

Neste contexto, o presente trabalho motivou-se pelo desenvolvimento
de um meio de cultivo alternativo baseado em residuos suinos biodigeridos,
como alternativa aos meios de cultivos sintéticos. Desta forma, com a
substituicdo dos nutrientes quimicos, propds-se a reducdo do custo de
produgcdo de biomassa com a avaliagdo concomitante da produtividade dos
cultivos. O resultado do melhor processo desenvolvido foi submetido a extragéao
de Oleo e conversdo a biodiesel. Como contrapartida, desenvolveu-se no
processo um sistema para fixacdo de nutrientes e geracdo de agua

ambientalmente adequada ao descarte.

1.1 ORGANIZACAO DO DOCUMENTO

Esse documento encontra-se dividido em 6 secdes. A primeira se¢ao
apresenta a introducdo e a organizagcdao do documento. A segunda secéo
mostra uma revisdo bibliografica acerca dos assuntos abordados nessa
dissertacdo: microalgas, suas utilizacdes e espécies; o biodiesel, sua utilizacao,
producdo, panorama no Brasil e suas perspectivas; o dejeto proveniente da
suinocultura, potencial problema ambiental e sugestdo de reaproveitamento

como meio de cultivo; formas de producdo de microalgas e producao de
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microalgas no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia
Autossustentavel (NPDEAS) da Universidade Federal do Parana. Na terceira
secdo demonstra-se 0s objetivos propostos e metas tracadas para se alcanca-
los. A guarta secdo consiste nas metodologias e materiais utilizados nesse
trabalho para se obter os resultados, que estdo apresentados e discutidos na
quinta secao. Por fim, a sexta parte desse documento apresenta as conclusdes
a que se permite chegar por meio desse trabalho e recomendacdes para
trabalhos futuros. Nos anexos sao apresentados os laudos das analises

realizadas de perfil lipidico e teores de nutrientes.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

Microalgas sdo micro-organismos autotroficos presentes em sistemas
aguaticos. Apresentam grande diversidade de formas, caracteristicas e funcdes
ecolégicas e podem também ser economicamente exploradas em diversos
campos (CAMPOS, BARBARINO e LOURENCO, 2010). A partir de 1950 as
microalgas comecaram a ser utilizadas como fonte de alimento e de
substancias biologicamente ativas (AZEREDO, 2012). Em 1960 iniciou-se seu
uso em escalas comerciais com o género Chlorella e a partir de 1970 as
microalgas foram destinadas a aquicultura e outros fins biotecnoldgicos
(SPOLAORE et al., 2006).

Na alimentacdo, animal e humana, as microalgas representam uma
fonte suplementar de proteinas, carboidratos, acidos graxos, pigmentos
naturais (como os carotenoides), vitaminas, entre outras substancias capazes
de enriquecer o valor nutricional dos alimentos e produzir efeitos benéficos a
saude como: melhoria da resposta imune, fertiidade e controle do peso
(SPOLAORE et al., 2006; DERNER et al., 2006). Além disso, apresentam
atividades probidticas e imunomodulatorias, respostas de melhora na saude e
aparéncia externa dos animais (SPOLAORE et al., 2006).

Algumas espécies podem ser utilizadas para obtencdo de compostos
de interesse, como por exemplo, acidos graxos, acidos aminados e pigmentos,
para industrias de alimentos, farmacéutica e quimica (DERNER et al., 2006;
CAMPOS, BARBARINO e LOURENCO, 2010). Os extratos microalgais
também podem ser encontrados em produtos para a pele (cremes anti-idades,
regenerativos ou refrescantes) (SPOLAORE et al., 2006).

A composicao bioquimica das microalgas, concentracdo total de
proteinas, lipideos e carboidratos, podem variar com as espécies e com as
condigbes de cultivo, como a intensidade da luz, temperatura, nutrientes,
agitacao, pH e fase de crescimento (BROWN et al., 1997; MIAO e WU, 2004).
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O interesse no uso de microalgas para obtencdo de biocombustiveis
vem crescendo recentemente (CHISTI, 2007). Os biocombustiveis que podem
ser obtidos de microalgas séo: o biogas, a partir da biodigestdo anaerobia da
biomassa microalgal; o biodiesel, a partir do 6leo da microalga, e o0 bio-
hidrogénio gasoso produzido fotobiologicamente.

O cultivo desses micro-organismos apresenta Vvarias caracteristicas
interessantes quando comparado a cultura dos vegetais superiores, uma vez
que possuem maior eficiéncia fotossintética e podem ser cultivadas em
condi¢Bes que seriam adversas a culturas convencionais (regides desérticas;
adguas degradadas, salinas ou salobras, entre outras) (BENEMANN, 1997).
Além disso, sado eficientes na fixacdo de CO, (didéxido de carbono) e possuem
produtividade maior em biomassa seca quando comparada com espécies
vegetais (TEIXEIRA e MORALES, 2006).

Ao final do processo de extracdo do Oleo das microalgas para a
producdo de biodiesel, a biomassa residual pode ainda ser utilizada na
producdo de bioetanol, metano ou biofertilizantes devido a sua alta relacdo
nitrogénio/fésforo ou, ainda, pode ser simplesmente queimada para geracao de
energia em sistemas de cogeracédo (SINGH e GU, 2010; MATA, MARTINS e
CAETANO, 2010).

As espécies de microalgas mais cultivadas nos dias atuais no mundo
sdo: Chlorela sp. e Spirulina sp., utlizadas principalmente para a
suplementacao alimentar; Dunaliela salina, fonte de caroteno e Haematococus

pluvialis, para producao e processamento de astaxantina (AZEREDO, 2012).

2.1.1 Chlorella sp.

A microalga Chlorella sp. é considerada boa fonte de proteinas devido
a facil assimilagdo dos aminoacidos presentes na sua composi¢cédo e, assim
sendo, € utilizada para a suplementacdo alimentar humana e também como
alimento para a piscicultura. Em 1975 a producdo mundial dessa espécie era

de 200 toneladas por ano. Na década de 90 a producédo atingiu os patamares
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de 2000 toneladas por ano (RICHMOND, 2004). Hoje, os indices de producéo
de Chlorela sp. sdo de aproximadamente 5000 toneladas por ano. Dentre os
paises produtores, destacam-se Japao e Taiwan e 0 preco de venda praticado
é de vinte mil dolares por tonelada (LUNDQUIST et al., 2010; AZEREDO, 2012)

2.1.2 Spirulina sp.

Como a Chlorella sp., a microalga Spirulina sp. € utilizada na
alimentacéo, desde aproximadamente o ano de 1300, principalmente devido a
sua alta concentracdo proteica (RICHMOND, 2004). Além disso, possui
reconhecido interesse farmacéutico. A ingestdo dessa microalga seria
responsavel por indmeros beneficios. Relatos descrevendo a melhora da
defesa e sistema imunoldgico do organismo, inibicdo e prevencao de diversos
tipos de cancer e diminuicdo das taxas de colesterol sdo comumente
encontrados na literatura (RICHMOND, 2004; CHEONG et al., 2010; KIM et al.,
2010; JOVENTINO et al., 2012). As localidades lideres na producdo dessa
espécie microalgal sdo a Asia e os Estados Unidos. A producdo de
Spirulina sp. era de aproximadamente 1000 toneladas por ano nos anos 90 e
hoje produz-se até 5000 toneladas anuais a um preco de 10 mil délares por
tonelada (LUNDQUIST et al., 2010).

2.1.3 Dunaliella salina

A Dunaliella salina € uma das espécies de microalgas mais robustas
encontradas na natureza. Resiste a varios tipos de ambientes hostis, como
aguas salobras e salgadas e variadas temperaturas, desde as mais baixas até
as mais elevadas (AZEREDO, 2012). Possui interesse econbmico
principalmente pela sua produgao de carotenoides. Os principais centros de

producdo de Dunaliella salina sdo locais onde ha intensa luminosidade, como,
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por exemplo, a Australia, China, Israel e Estados Unidos (del CAMPO,
GARCIA-GONZALEZ e GUERRERO, 2007). Sob condicbes ideais de
temperatura e luminosidade, a taxa de B-caroteno em biomassa seca € de 10%
(BEN-AMOTZ, 1999). O custo de producdo da microalga Dunaliella salina € de
aproximadamente 3,2 dolares por quilograma (KITTO, 2012), enquanto que 0
pregco comercializagdo da biomassa seca varia de 215 a 2150 euros por
quilograma (BRENNAN e OWENDE; 2010).

2.1.4 Haematococcus pluvialis

A Haematococcus pluvialis também €& produzida com o objetivo de
exploragdo de seus carotenoides, principalmente a astaxantina. Porém, essa
espécie é consideravelmente mais sensivel que a Dunaliella salina no que se
refere a condi¢cdes ambientais, além de ser mais suscetivel ao ataque de outros
seres vivos que, consequentemente, contaminam seus cultivos. (AZEREDO,
2012). Por isso, a principal forma de cultivar a Haematococus pluvialis € em
reatores fechados (RANJBAR et al.,, 2008) com controle do maximo de
parametros possiveis. Isso faz com que o0s custos se elevem
consideravelmente quando comparados ao cultivo de outras espécies. A
tonelada do carotenoide astaxantina custa 10 mil délares e a produg¢édo mundial
€ de apenas 100 toneladas por ano, devido a alta sensibilidade da espécie
(LUNDQUIST et al.,, 2010). Essa substancia é utilizada como pigmento da
carne de peixes, como salmdes e trutas (LORENZ e CYSEWSKI, 2000).

2.1.5 Scenedesmus sp.

A microalga Scenedesmus sp. tem sido utilizada como agente
biorremediador na remocé&o de nutrientes da agua, melhorando sua qualidade a

curto prazo (MARTINEZ et al., 2000). Em condi¢cbes adequadas, as microalgas
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utilizam energia luminosa, carbono e nutrientes para gerar biomassa, que pode
ser posteriormente utilizada como matéria-prima para diversos produtos, como
biocombustiveis (MATA, MARTINS e CAETANO, 2010). Como a espécie
utilizada nesse trabalho foi a Scenedesmus sp., realizou-se um levantamento
da literatura sobre os objetos de estudos recentes realizados com essa
microalga. Esse levantamento pode ser observado na TABELA 01.

TABELA 01 - EXEMPLOS DE TRABALHOS REALIZADOS COM A MICROALGA
Scenedesmus sp. (1996 - 2013) EM AREAS CORRELATAS A ESTE ESTUDO

OBJETO DE ESTUDO MICROALGA AUTORES

) L Scenedesmus acuminatus Voltolina (1999); Adamsson (2000);
Biorremediacéo de

Scenedesmus sp. Kim et al. (2007); Godos et al.
residuos .
Scenedesmus obliquus (2010)
Suplementacéo Scenedesmus obliquus Bishop (1996);
alimentar Scenedesmus sp. Yen, Chiang e Sun (2012)
Ho, Chen e Chang (2010); Choi et
Producéo de Scenedesmus incrassatulus al. (2011); Miranda, Passarinho e
biocombustiveis Scenedesmus obliquus Gouveia (2012); Arias-Pefiaranda

et al. (2013)

FONTE: O autor (2013)

O resultado do levantamento dos titulos de artigos na base de dados
ISI (Web of Knowledge) do termo Scenedesmus forneceu o seguinte resultado:
biofuel (3), bioenergy (1), waste (16), food (14), biodiesel (15), swine (4),
supplement (4), oil (26), wastewater (31), photobioreactor (6), pond (13),
sewage (7), biomass (40), methane (3), bioremediation (2), biodigester (0),
pigment (35), ethanol (1), hydrogen (17). O resultado pode ser observado na
FIGURA 01. Data da pesquisa 11/07/13.
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FIGURA 01 — REPRESENTACAO DE TRABALHOS LEVANTADOS NA BASE ISI DE
ARTIGOS RELACIONANDO Scenedesmus COM PALAVRAS-CHAVE DE INTERESSE
FONTE: O autor (2013)

N&o foram encontrados na literatura dados referentes ao custo de
producdo da biomassa nem a producdo mundial desta microalga. Desta forma,
existe o potencial de desenvolvimento de uma nova matéria-prima baseado no

cultivo da microalga Scenedesmus sp. para diversas finalidades.

2.2 BIODIESEL

A diminuicdo das reservas de petr6leo e 0s impactos ambientais
ocasionados pela emissao de gases oriundos da combustdo do diesel fossil
fazem com que a produgdo de combustiveis alternativos ganhe atencdo. O
consumo energético mundial duplicou no periodo de 1971 a 2001 e a

estimativa € que a demanda por energia aumente mais 53% até 2030



28

(TALEBIAN-KIAKALAIEH, AMIN e MAZAHERI, 2013). Devido ao seu potencial
para uso misturado ao diesel, o biodiesel, que é caracterizado como
combustivel renovavel e biodegradavel, apresenta um crescente interesse
cientifico (XIONG et al., 2008).

Grande parte da atencédo global tem sido para reduzir emissbes de
carbono por meio da utilizacdo de fontes de energias ndo convencionais e
combustiveis renovaveis, visando a minimizacdo da liberacdo de CO,, bem
como o desenvolvimento da economia com baixos teores de gases produtores
de efeito estufa (MATHEWS, 2008).

De acordo com dados do Balanco Energético Nacional de 2009, o
petréleo atingiu 41,9% da producdo de energia primaria do pais, porém, é um
combustivel ndo renovavel (EPE, 2010). Para a substituicho da matriz
energética petrolifera, propde-se a utilizacdo de misturas de biodiesel em diesel
com perspectivas para substituicdo completa ao diesel féssil. Contudo,
encontrar um substituto para o diesel em escala e pre¢co apresenta-se como um
grande desafio tecnolégico a ser vencido.

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Géas Natural e
Biocombustiveis, (ANP, 2013), as matérias-primas mais utilizadas para a
producdo desse biocombustivel sdo o 6leo de soja (75,65%), gordura bovina
(17,23%), Oleo de algoddo (1,00%), Oleo de fritura (1,13%), Oleo de
palma/dendé (1,11%), gordura de porco (0,43%) e fontes diversas (3,45%). A
TABELA 02 mostra indices aproximados por matéria-prima, segundo a
Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (ABIOVE, 2013) até
2012. Pode-se notar a alta dependéncia da soja e a pequena diversificacdo de
matérias-primas para a producéo do biodiesel.

A Lei Federal N° 11.097 de 13 de janeiro de 2005 define biodiesel
como: biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a
combustdo interna com ignicdo por compressao ou, conforme regulamento,
para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou
totalmente combustiveis de origem féssil. Além disso, essa lei fixa em, no
minimo, um percentual de 5% de biodiesel adicionado ao 6leo diesel tradicional
para poder ser comercializado no Brasil. A legislagédo em relagédo ao biodiesel

foi atualizada em 2008 com a resolugcdo n° 7 da ANP, na qual o biodiesel é
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descrito como “combustivel composto de alquil ésteres de acidos graxos de
cadeia longa, derivados de 0leos vegetais ou de gorduras animais conforme a
especificacdo contida no Regulamento Técnico, parte integrante desta

Resolugéo”.

TABELA 02 — MATERIAS-PRIMAS USADAS PARA A PRODUGCAO DO BIODIESEL NO

BRASIL DE 2008 A 2012 (VALORES EXPRESSOS EM m?3)

MATERIA-PRIMA 2008 2009 2010 2011 2012

Oleo de soia 801.320 1.250.577 1.960.822 2.152.298 2.042.730
) (69%) (78%) (82%) (81%) (75%)

Sebo bovino 206.966 258.035 327.074 357.664 469.215
(18%) (16%) (14%) (13%) (17%)

Aleo de Algodao 18.353 59.631 57.458 84.711 123.325
g (2%) (4%) (2%) (3%) (5%)

Outras 140.489 40.206 41.086 78.088 83.683
(12%) (2%) (2%) (3%) (3%)

Total 1.167.128 1.608.448 2.386.438 2.672.760 2.718.954
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

FONTE: Adaptado de ABIOVE (2013)

Comparado ao diesel convencional, o biodiesel contém maiores taxas
de oxigénio e menores taxas de enxofre, além de menor emissdo de benzeno,
tolueno e monoxido de carbono em sua combustdo (TICA et al., 2010). A
reducdo na emissao de poluentes é da ordem de 68% de hidrocarbonetos nao
gueimados, 40% de material particulado, 44% de monéxido de carbono, 100%
de 6xidos de enxofre, e 80% a 90% de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(LEDUC et al., 2009; WU e LEUNG, 2011).

O encarecimento e a escassez dos combustiveis fosseis fazem com
que o0 interesse econdmico da producdo de biodiesel aumente
consideravelmente (HUANG et. al., 2010). Porém, os custos envolvidos na
producdo do biodiesel sdo altos quando comparados ao diesel tradicional,
mesmo com intenso incentivo dos governos Federal/Estaduais destinados a

isso. Os dados representados na TABELA 03 demonstram um comparativo
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entre as médias de precos do diesel féssil e do biodiesel e comprovam que de
2008 a 2012 o preco do biodiesel foi, em média, 23,5% maior que o preco do
diesel. Pesquisas que objetivem a reducdo de custos, simplificacdo de
processos e exploracdo de matérias-primas sdo importantes e de fundamental

importancia no cenario atual (MENG et. al., 2009).

TABELA 03 — COMPARATIVO DE PRECOS ENTRE O DIESEL FOSSIL E BIODIESEL DE
2008 A 2012 (R$/m3)

2008 2009 2010 2011 2012

Diesel (pregcos nominais & distribuidora)
1.844,33 | 1.838,00 | 1.769,33 | 1.791,33 | 1.858,67

Biodiesel (pregos nominais de leildes
da ANP) 2.256,11 | 2.279,48 | 2.102,33 | 2.214,00 | 2.384,20

FONTE: Adaptado de ABIOVE (2013)

2.2.1 Biodiesel de microalgas

Mais de 95% do biodiesel de primeira geracédo produzido mundialmente
provém de Oleos de espécies vegetais comestiveis. Deste modo, os
biocombustiveis de primeira geracdo podem impactar negativamente a
producdo de alimentos, encarecendo seu valor de mercado (DEMIRBAS,
2011).

No caso da soja, a maior parte da matéria-prima destina-se a producao
de racdo animal e, assim, a utilizacdo de parte do 6leo para producdo de
biodiesel ndo afeta a producéo de alimentos. Além disso, houve substituicdo do
Oleo de soja pelo 6leo de palma na producdo de gordura hidrogenada ja que
esta fornece material livre de isbmeros trans. Desta forma, a fabricacdo de
biodiesel contribuiu economicamente com a cadeia produtiva da soja. Contudo,
deve-se levar em consideragdo, em especial no caso da soja, as questdes

referentes ao alto uso de fertilizantes, pesticidas e agrotdxicos na monocultura
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(MILAZZO et al.,, 2013), bem como o uso de espécies transgénicas, cujos
efeitos deletérios ainda estio em constante avaliagdo (GARCIA et al., 2009).

Os biocombustiveis de segunda geracao, produzidos a partir de 6leo
de cozinha usado ou gordura animal, ndo causam impactos na producdo de
alimentos, porém, a sua producdo exige que alguns desafios ainda sejam
superados (AHMAD et al.,, 2011). A grande quantidade de &cidos graxos
saturados presente na gordura animal a torna solida em temperatura ambiente
e confere propriedades ruins no fluxo a frio desses biocombustiveis (AHMAD et
al.,, 2011). Além disso, essas matérias primas ndo apresentam escala de
produgédo significativa a ponto de fornecer material suficiente para substituir o
diesel. Outras matérias-primas consideradas de segunda geracdo para a
producdo de biocombustiveis sdo as plantas oleaginosas ndo comestiveis
como o pinh&o-manso, jojoba e a mamona.

O dleo obtido a partir das microalgas é classificado como matéria-prima
de biocombustiveis de terceira geracido. E uma potencial alternativa econdmica
interessante em relacdo aos combustiveis de outras geracdes. A producao de
Oleo por microalgas pode ser 20 vezes maior se comparada a espécies
vegetais oleaginosas (CHISTI, 2007; AHMAD et al., 2011; FENG, LI e ZHANG,
2011).

As microalgas sao eficazes conversoras de energia luminosa em
energia quimica e podem ser cultivadas em areas ociosas nao apropriadas
para a agricultura e, dependendo da espécie, em aguas com altas taxas de
sais e/ou contaminantes (HUBER, IBORRA e CORMA, 2006; GORDON e
POLLE, 2007).

O conteudo lipidico das células das microalgas varia, em média, de
20% a 40% em termos de biomassa seca, porém, alguns estudos relatam um
conteudo de lipideos de mais de 85% para certas espécies de microalgas (MA
e HANNA, 1999; LUQUE et al.,, 2010; MAIRET et al., 2011). Esses micro-
organismos podem produzir de 25 a 220 vezes mais triacilglicerideos do que
plantas oleaginosas terrestres (AHMAD et al., 2011). A TABELA 04 mostra um
comparativo da producéo de 6leo de microalgas e de plantas oleaginosas.

O custo de producdo da biomassa de microalgas corresponde, em

75%, ao meio de cultivo utilizado para sua producdo. Uma forma de desonerar
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0s processos de cultivo seria a utilizagdo de residuos com altas quantidades de
nitrato e fosfato como, por exemplo, efluentes da suinocultura, bovinocultura

etc.

TABELA 04 - RENDIMENTO ANUAL DE OLEO PARA PLANTAS OLEAGINOSAS
UTILIZADAS NA PRODUCAO DE BIODIESEL

RENDIMENTO ANUAL DE OLEO AREA
CULTURA - NECESSARIA
(L/ha) (L/m?) (Mha) ®

Milho 172 0,02 1540
Soja 446 0,04 592
Canola 1190 0,12 223
Coco 2689 0,27 99
Oleo de palma 5950 0,60 45
Microalga " 136.900 13,69 2
Microalga ° 58.700 5,87 4,5
Microalga ¢ 19.567 1,96 13,5

FONTE: Adaptado de Chisti (2007)

NOTA: ? Para atender 50% de todos os combustiveis necessarios aos transportes no EUA,;
®70% oleo (massa por) em biomassa;
©30% 6leo (massa por) em biomassa;
410% 6leo (massa por) em biomassa

2.3 DEJETO SUINO

Um dos principais problemas enfrentados pelos criadores de porcos € o
descarte inadequado do dejeto gerado pelos animais. Antigamente as criacdes
eram compostas por poucos exemplares, o que fazia com que o volume de
dejeto fosse pequeno. Nesses casos, o0 residuo era aplicado nas plantacdes da
fazenda onde eram produzidos na forma de biofertilizantes. Porém, o crescente
namero de suinos fez com que os espacos de confinamento destinados a sua
criacao tenham se tornado insuficientes, dificultando a dissipacéo e depuracao
dessa nova concentracdo maior de dejeto (BARLOW et al., 1975).

Outro problema enfrentado pela pratica de reaproveitamento do
residuo em plantacdes sdo as necessidades particulares de diferentes

nutrientes de cada espécie vegetal, a vulnerabilidade e suscetibilidade dos
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ecossistemas vizinhos e o0 custo da energia em decorréncia da aplicacdo do
dejeto (FLOTATIS et al., 2009).

A TABELA 05 mostra a evolugcdo do numero efetivo de cabecas de
porco no Brasil no periodo de 1990 a 2009. Uma informacdo muito relevante
em relacdo a esse tema consiste no fato de que em algumas cidades
pequenas, a producao de residuos decorrentes da suinocultura corresponde a
producdo de esgoto sanitario de grandes centros urbanos.

Ainda de acordo com o IBGE (2010), o Parana é o terceiro maior
criador de porcos do Brasil, respondendo por 14,7% de todo o rebanho suino
nacional. O estado possui 5.096.224 cabecas e 0 municipio de Toledo é o
terceiro municipio com maior quantidade de suinos do pais (490.780

exemplares).

TABELA 05 — EFETIVO SUINO NO BRASIL (1990 — 2009)

ANO EFETIVO DE REBANHO ANO EFETIVO DE REBANHO
1990 33.623.186 2000 31.562.111
1991 34.290.275 2001 32.605.102
1992 35.532.168 2002 32.013.227
1993 34.184.187 2003 32.304.905
1994 35.141.839 2004 33.085.299
1995 36.062.103 2005 34.063.934
1996 29.202.182 2006 35.173.824
1997 29.637.109 2007 35.945.015
1998 30.006.946 2008 36.819.017
1999 30.838.616 2009 38.045.454

FONTE: Adaptado de IBGE (2010)

O dejeto suino € um dos residuos agroindustriais mais poluentes
atualmente no mundo e, se ndo processadas de maneira adequada, as altas

concentracbes de matéria organica, fosforo e nitrogénio podem causar
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inUmeros problemas ambientais como a eutrofizagdo de rios e corpos hidricos
(CARPENTER et al., 1998), contaminagao de solos e mananciais subterraneos
(KRAPAC et al., 2002), volatilizacdo de amobnia e degradacdo de solos férteis
devido a super-fertilizacdo dos mesmos (APSIMON, KRUSE e BELL, 1987). A
TABELA 06 aponta as quantidades de compostos nitrogenados e fosforo
presentes no efluente suino. Além disso, pode-se encontrar grandes
concentracbes de metais pesados (como o cobre, chumbo e zinco) nesse
residuo (de la TORRE et al., 2000).

TABELA 06 — COMPOSICAO MEDIA DE RESIDUO SUINO BIODIGERIDO

QUANTIDADE DE NUTRIENTES POR

NUTRIENTES . 1

VOLUME DE DEJETO LIQUIDO (g.L™)
Nitrogénio amoniacal 0,92
Nitrogénio organico 0,21
Nitrogénio total 1,15
Fosforo total 0,34

FONTE: Adaptado de Kebede-westhead, Pizarro e Mulbry (2006)

Uma forma de se avaliar a carga organica de um efluente e,
indiretamente, seu potencial poluente consiste na determinacdo da demanda
bioquimica de oxigénio (DBO). Nesta analise, mensura-se a quantidade de
oxigénio necessario para a oxidacdo completa da matéria organica por unidade
através de micro-organismos. Assim, altas taxas de DBO correspondem a
efluentes com maiores teores de matéria organica e, desta forma, um material
com maior potencial poluente.

Quando comparado ao esgoto doméstico, os dejetos suinos se
mostram  extremamente poluentes. A DBO desses residuos é
aproximadamente 200 vezes maior que a dos esgotos comuns, sendo a DBO
do esgoto doméstico de 200 mg.L™ enquanto a de residuos suinos de
40.000 mg.L™* (TECPAR, 2002).

A prética da digestdo anaerdbia, apesar de combinar a remocéo de
matéria organica e producdo de biogas para diversos fins, apresenta alguns
inconvenientes como a baixa remocdo de nutrientes (nitrogénio e fosforo), a

necessidade de um complexo sistema de controle de processos e variaveis e a
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relacdo desfavoravel de carbono/nitrogénio de efluentes suinos (BURTON e
TURNER, 2003). A relac&o carbono/nitrogénio é importante no que diz respeito
a eficiéncia na producédo de biogas. As bactérias demandam nitrogénio para
produzir proteinas e consumir o carbono presente no residuo e, por isso, deve
haver uma proporcdo correta entre essas duas espécies quimicas, que
normalmente é da ordem de 20 a 30 partes de carbono para uma de nitrogénio
(ARRUDA et al., 2002; SGORLON et al., 2011).

O peso dos porcos influi diretamente sobre a quantidade de dejeto
produzida por eles (EMBRAPA, 2003). A agua ingerida determina a quantidade
de urina e a média de producao de dejetos solidos pelos suinos € de 2,4 kg por
dia. A TABELA 07 mostra a producdo dos principais tipos de dejeto produzido
em fazendas de suinocultura, bem como a variacdo dessa producdo em

diferentes categorias de porcos.

TABELA 07 — PRODUCAO DE DEJETO POR DIFERENTES CATEGORIAS DE SUINOS

ESTRUTURA PARA
ESTERCO E DEJETOS ARMAZENAMENTO
ESTERCO . 5 ~
URINA LIQUIDOS (m°/ANIMAIS.MES)
CATEGORIA (kg/DIA)
(kg/DIA) (L/DIA)
ESTERCO + DEJETOS
URINA LIQUIDOS
25— 100 kg 2,3 49 7,0 0,16 0,25
Porcas de
reposicao,
) 3,6 11,0 16,0 0,34 0,48
cobricédo e
gestantes
Porcas em
lactacdo com 6,4 18,0 27,0 0,52 0,81
leitdes
Macho 3,0 6,0 9,0 0,18 0,28
Leitdes 0,35 0,95 1,40 0,04 0,05
Média 2,35 5,8 8,6 0,17 0,27

FONTE: Adaptado de TECPAR (2002)
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A remocdao de nutrientes de residuos por microalgas ja é executada hi
anos. Essa técnica é vantajosa frente aos sistemas tradicionais de tratamento
como os reatores aerdbios e anaerobios, que sdo mais caros, de operacéo
complexa e requerem grandes quantidades de energia para sua utilizacao
(HOFFMANN, 1998; OLGUIN, 2003; RUIZ et al., 2011). Contudo, a forma
utilizada para esse processamento apresenta-se como sistemas abertos,
consistindo em lagoas de estabilizacdo contendo as microalgas. Nao ha nesse
processo qualquer controle quanto a contaminacdo do sistema por protozoarios
e bactérias e, além disso, nenhuma forma de controle em relacdo as taxas de
aeracao, concentracao de biomassa produzida ou nutrientes removidos.

Quando néo existe uma preocupacdo na destinacdo desses efluentes e
0s dejetos sdo destinados aos cursos d'agua, € comum encontrar grandes
quantidades de biomassa de microalgas em areas de descartes de efluentes.
As microalgas produzem oxigénio e fazem com que a velocidade da
degradacdo da matéria organica em residuos seja aumentada (ASLAN e
KAPDAN, 2006; BRITO et al., 2007; HODAIFA et al.,, 2010; HODAIFA,
MARTINEZ e SANCHEZ, 2010).

Nesse contexto, uma alternativa que pode-se mostrar eficaz € a
utilizacdo de residuos de suinocultura na composicdo e suplementacdo dos
meios de cultivo das microalgas. De acordo com Basso (2003), os sistemas de
confinamento utilizados hoje para a criacdo de porcos estdo cada vez mais
numerosos, aumentando a chance de contaminacdo de solos, mananciais de
agua e recursos naturais. Tais dejetos ja sao utilizados como aditivo para
aumentar a fertilidade de solos destinados a plantacdes.

Além disso, ao remover nitrogénio, carbono e fosforo da &agua, as
microalgas podem ajudar a diminuir a eutrofizagdo dos ecossistemas aquaticos
(RUIZ et al., 2011; OLGUIN, 2003). Microalgas crescem de maneira
considerada rapida e em condi¢cdes desfavoraveis, como em aguas nédo
potaveis e areas ndo apropriadas para a producdo de alimentos (MATA,
MARTINS e CAETANO, 2010; MATA et al., 2011). Desta forma, sistemas
produtivos de microalgas destinadas a producdo de biomassa para
biocombustiveis ndo enfrentariam as criticas normalmente referenciadas aos

biocombustiveis tradicionais como o biodiesel de soja e milho.
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2.4 FORMAS DE PRODUCAO DE MICROALGAS

Varios artigos, trabalhando com a microalga Scenedesmus,
descreveram modificacdes bioquimicas e fisiol6gicas nas células da microalga
em funcdo de alteracbes no meio de cultivo, ocasionando, desta forma,
mudancas nas condicdbes de crescimento e composicdo da biomassa
(McLACHLAN, 1973; NICHOLS, 1973; KIM e GIRAUD, 1989; KIM e SMITH,
2001). Uma grande variedade de meios de cultivo para microalgas foi
desenvolvida, podendo ser citados como exemplo o Erdschreiber, Grund, ES,
CHU, /2 e ASP (McLACHLAN, 1973; NICHOLS, 1973). Porém, esses meios
apresentam limitacbes, ja que carecem de nutrientes selecionados e
necessarios para o aumento da producdo microalgal em periodos de tempo de
longo prazo (KIM e GIRAUD, 1989). Vale lembrar que a maioria dos meios de
cultivos de microalgas foram tradicionalmente elaborados para manter as
microalgas viaveis em ceparios, bem como servir de producdo de alimentos
para camardes e alevinos. Neste caso, excessos de nutrientes ocasionam
toxicidade a esses organismos e a concentracdo de nutrientes ndo € adequada
para producdo de biomassa com foco em produtividade. O custo do meio de
cultivo, em funcéo da sua composicdo, por muitas vezes € cara, dificultando e
encarecendo ainda mais o processo de producao de biomassa como um todo.
A TABELA 08 mostra a composicdo quimica do meio CHU (CHU, 1942)
modificado, utilizado para o cultivo de microalgas no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Energia Autossustentavel (NPDEAS) da Universidade
Federal do Parana.

O custo para a producdo de 1000 litros de meio de cultivo CHU
modificado é de R$ 32,02 (valores de 2013).

Existem varios formatos de producdo de microalgas. Os principais tipos
de sistemas de producdo sdo: tanque aberto, lagoa tipo pista e
fotobiorreatores. Os dois primeiros sdo sistemas abertos enquanto o ultimo é
fechado. Esses sistemas de producgdo diferem entre si em parametros como
contaminagdo, evaporacdo da agua, produtividade, custos de processos e

operacéo, entre outros (CHEN et al., 2009).



TABELA 08 — COMPOSICAO QUIMICA DO MEIO CHU MODIFICADO

REAGENTE FORMULA QUANTIDADE (g.L™)
Nitrato de sédio NaNO; 0,25
Cloreto de calcio di-hidratado CacCl,.2H,0 0,025
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgSO,.7H,0 0,075
Fosfato de potassio dibasico K,HPO, 0,075
Fosfato de potassio monobasico KH,PO, 0,175
Cloreto de sodio NaCl 0,025
Triplex H/EDTA C10H14N2Na,04.2H,0 0,05
Hidréxido de potassio KOH 0,031
Sulfato ferroso hepta-hidratado FeSO, 0,00498
Acido borico HsBO, 0,01142
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS0,.7H,0O 8,82 10°
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl,.4H,0 1,44 10°
Molibdato de sédio NaMoO,.2H,0 1,19 10°
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS0,.5H,0 1,57 10°
Nitrato de cobalto hexa-hidratado Co(NO3),.6H,0 0,49 10°

FONTE: O autor (2012)

2.4.1 Sistemas abertos

Tanques abertos simulam o habitat natural das microalgas. Possuem
variados formatos, sendo o mais comum o de tipo pista de corrida (PULZ,
2001). Esses sistemas sdo geralmente constituidos por uma Unica ou multiplas
unidades conjuntas com agitacdo produzida por meio de uma roda de pas,
hélices ou bombas (CHEN et al., 2009). Uma variacdo desse sistema sdo as
lagoas tipo pista circulares. A FIGURA 02 mostra as formas de lagoas tipo pista

e cultivo de tanque aberto.
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FIGURA 02— TRES PRINCIPAIS SISTEMAS ABERTOS DE PRODUCAO DE
MICROALGAS. (A) LAGOAS TIPO PISTA, (B) LAGOA TIPO CIRCULAR, (C)
TANQUE ABERTO.

FONTE: Adaptado de Chen et al. (2009).

Esse modo de cultivo apresenta problemas técnicos devido as
caracteristicas inerentes do sistema. Dentre eles citam-se as significativas
perdas de agua por evaporacao, a difusdo de CO, para a atmosfera, altos
indices de poluicdo e contaminagcao dos cultivos, baixa difusdo da luz solar em
todo o cultivo, além da grande area requerida para a instalacdo desses
sistemas (PULZ, 2001). Durante varios anos os sistemas abertos foram os
principais meios de cultivo de microalgas (RICHMOND, 1990).

2.4.2 Sistemas fechados

Os sistemas fechados, também conhecidos como fotobiorreatores,
possibilitam o controle de quase todos os parametros de cultivo e, por
consequéncia, apresentam melhores desempenhos em producéo de biomassa
de microalga em relacdo aos sistemas abertos. Dentre eles, pode-se citar:
menor risco de contaminagédo, menores perdas de CO,, maior reprodutibilidade
de condic¢bes e cultivos, controle de temperatura e design variado de acordo
com as necessidades e possibilidades disponiveis (PULZ, 1992). A densidade
celular alcangada em cultivos realizados em sistemas fechados é alta devido
ao controle relativo que se possui do ambiente de cultivo (LEE, 2001; UGWU,
AOYAGI e UCHIYAMA, 2008).
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Fotobiorreatores tubulares compactos, construidos com vidro
transparente, acrilico ou plasticos sdo os sistemas fechados de producdo em
massa de microalgas mais comuns e podem ser horizontais, verticais ou
inclinados (UGWU, AOYAGI e UCHIYAMA, 2008). A circulacéo é realizada por
bombas ou pela simples injecdo de ar (sistema airlift). A FIGURA 03 demonstra
algumas configuragdes de fotobiorreatores tubulares.

As vantagens de fotobiorreatores tubulares s&o o melhor
aproveitamento da luz, contribuindo para um maior crescimento de células e,
por consequéncia, uma concentracao celular muito maior quando comparada a
sistemas abertos; maior area iluminada e menores indices de contaminacao
(CHEN et al., 2009). Dentre as desvantagens pode-se ressaltar as quantidades
de oxigénio dissolvido e CO, ao longo dos tubos e crescimento e adesao das
microalgas as paredes dos tubos (CHEN et al., 2009).

Em reatores fechados, as trocas gasosas sao dificultadas devido ao
longo tempo que as microalgas levam para atingir a coluna de troca de gases.
Por isso, as quantidades de CO; ao longo dos tubos podem ser insuficientes
para a reacdo de fotossintese, causando uma diminuicdo do crescimento
microalgal. A alta quantidade de oxigénio nos cultivos acaba por inibir o
processo fotossintético e, por consequéncia, diminui o crescimento de
biomassa das microalgas. O excesso de luz gera excesso de elétrons, 0s quais
reagem com o0 oxigénio produzido na fotossintese produzindo radicais livres e
outros compostos reativos, como o H,O, (MURATA et al., 2007). Além disso, a
luz estimula a formacdo de oxigénio nascente altamente reativo por
fotoativacao, resultando na perda de atividade fotossintética e morte celular
(TRIANTAPHYLIDES et al., 2008; SOUSA et al., 2013).

Os valores relacionados a construcao de fotobiorreatores sao elevados.
Os altos custos de reatores fechados se devem, principalmente, as
caracteristicas dos materiais envolvidos na sua constru¢do (DASGUPTA et al.,
2010). Os tubos devem ser transparentes; flexiveis e duraveis; ndo oferecer
toxicidade; resistentes a agentes quimicos, metabdlitos produzidos pelas

microalgas e as condi¢les climaticas (DASGUPTA et al., 2010).
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FIGURA 03— DIFERENTES CONFIGURACOES DE FOTOBIORREATORES TUBULARES.

A) PROTOTIPO MINI-FOTOBIORREATOR B) REATOR TIPO AIRLIFT C)
FOTOBIORREATOR DE 10 m®
FONTE: O autor (2013)

2.5 CULTIVO DE MICROALGAS NO NPDEAS

O Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentavel
(NPDEAS), situado na Universidade Federal do Parana, cultiva microalgas com

a finalidade de produzir 6leo e, posteriormente, biodiesel. O objetivo é ser um
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prédio autossustentavel, produzindo toda a energia consumida a partir desses
micro-organismos.

O nudcleo conta com todas as etapas produtivas, desde a coleta de
microalgas e manutencao de cepas até o processamento e producao final do
Oleo obtido das microalgas. Primeiramente, 0s micro-organismos séo cultivados
em escala laboratorial para a producdo de pré-indculo. Gradativamente a
producdo € escalonada até se estabelecer o cultivo nos fotobiorreatores.

ApOs a coleta, a biomassa microalgal é seca para posterior extracao dos
lipideos. Os residuos dos cultivos sao reaproveitados por meio de um
biodigestor para a producdo de biogas. A FIGURA 04 demonstra um

fluxograma das operacdes realizadas no NPDEAS.
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FIGURA 04 — FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES REALIZADAS NO NPDEAS
FONTE: Adaptado de Satyanarayana, Mariano e Vargas (2011).

Os fotobiorreatores situados no NPDEAS sédo compostos por tubos de
PVC transparentes e cada reator possui volume total de 10 m*. Os cultivos sdo

desenvolvidos com meios variados, a aeracdo € realizada por compressores
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industriais e a circulacdo do cultivo é feita por bombas centrifugas. Os
fotobiorreatores podem ser observados detalhadamente na FIGURA 03-C e
FIGURA 05.

e (——

—

FIGURA 05 — FOTOBIORREATOR DE 10 m® SITUADO NO NPDEAS. (A)
FOTOBIORREATOR, (B) BOMBA DE CIRCULACAO E COLUNA DE
TROCAS GASOSAS, (C) VISAO DETALHADA DOS RAMAIS.
FONTE: O autor (2011).

O NPDEAS estabeleceu-se como referéncia no desenvolvimento de
fotobiorreatores para producdo de biomassa de microalgas. Atualmente séo
trés fotobiorreatores construidos. No total, ja foram produzidas 11 dissertacdes
de mestrado, 1 tese de doutorado, 7 artigos em periddicos e mais de 50
trabalhos completos em anais de congressos.

Além dos professores (5), complementam a equipe de pesquisa 2
técnicos, 12 alunos de mestrado, 2 alunos de doutorado, 2 engenheiros, 4
alunos de graduacéo (iniciacdo cientifica), 10 alunos do ensino técnico, uma
secretaria e uma auxiliar de servi¢os gerais, totalizando 37 pessoas. A TABELA
09 resume as principais producdes cientificas desenvolvidas pelo NPDEAS de
2008 a 2013.
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TABELA 09 - PRINCIPAIS PRODUGOES CIENTIFICAS DESENVOLVIDAS PELO NPDEAS
DE 2008 A 2013

PATENTES

Vargas et al., 2011.

Photobioreactor System (Deposito nos Estados Unidos da
Ameérica) US2012088296-A1 / W02012050608-A1.

ARTIGOS

Ribeiro et al., 2008.

Transient modeling and  simulation  of

photobioreactor.

compact

Torrens et al., 2008.

Biodiesel from microalgae: the effect of fuel properties on
pollutant emissions.

Morais et al., 2009.

Phaeodactylum tricornutum micralagae growth rate in
heterotrophic and mixotrophic conditions.

Ribeiro et al., 2009.

The temperature response of compact tubular microalgae
photobioreactors.

Carvalho Junior et al., 2011.

Microalgae biodiesel via in situ methanolysis.

Satyanarayana, Mariano e
Vargas, 2011.

A review on microalgae, a versatile source for sustainable
energy and materials.

D'Aquino et al., 2012.

A simplified mathematical model to
photodegradation in photobioreactors.

predict PVC

Oliveira et al., 2012a.

Comparacdo entre trés bioprocessos para a producdo de
enzimas proteoliticas utilizando residuos agroindustriais.

Oliveira et al., 2012b.

Production of methyl oleate with a lipase from an endophytic
yeast isolated from castor leaves.

Oliveira et al., 2013.

Utilizagdo de residuos da agroindistria para a producao de
enzimas lipoliticas por fermentacéo submersa.

Silva et al., 2013.

Life cycle assessment of biomass production in microalgae
compact photobioreactors. (aceito para publicag&o).

Sugai-Guerios et al., 2013

Mathematical model of the CO, solubilization reaction rates
developed for the study of photobioreactors. (aceito para
publicacao).

CAPITULO DE LIVRO

Soares et al., 2010.

Metodologias para obtencéo de biomassa e extracdo de
lipideos de microalgas marinhas. In: Pereira, T. C. G. (Copel -
Parana). Dossié de Pesquisa Fontes Renovaveis de Energia.

FONTE: O autor (2013)



45

3 DESAFIOS E OBJETIVOS

A revisao bibliografica apresentou as formas de cultivo de microalgas
para a producdo de biocombustiveis. Apesar das potenciais vantagens
apresentadas por esses micro-organismos para essa finalidade, se faz
necessario aprimorar e/ou desenvolver processos e tecnologias que diminuam
0s custos envolvidos em sua producéo. A separacdo da biomassa do meio de
cultivo e a extracdo do Oleo e sintese do biodiesel correspondem a
aproximadamente 30% dos custos no processo de producdo de microalgas,
além de demandarem grandes quantidades de energia, prejudicando o balanco
energético da producdo do biocombustivel. Além disso, fatores como
diminuicdo da contaminacdo dos cultivos, melhores adaptacdes e projetos de
designs de reatores que objetivem a maximizacdo de ganho de biomassa
microalgal, prospeccdo de espécies robustas e com alto teor lipidico e
simplificacdo e diminuicdo de custos envolvidos na extracdo do 6leo e sintese

do biodiesel devem ser observados e otimizados.

3.1 OBJETIVO GERAL

Dentre os desafios apresentados, selecionou-se o de avaliar a
utilizacao de residuo agroindustrial (efluente de suinocultura) para producéo de
biomassa de microalgas e a consequente remocdo de nitrogénio e fésforo

desse residuo.

3.1.1 Metas

Para atingir o objetivo geral, o trabalho foi dividido nas seguintes

metas:
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1. Coletar e caracterizar o residuo suino biodigerido;

2. Avaliar o crescimento das microalgas frente ao residuo suino em

pequena escala no laboratorio e determinar melhor condigcéo de cultivo;

3. Produzir biomassa de microalgas em fotobiorreator tipo Airlift de 12 L
em condicbes externas avaliando produtividade em biomassa, 6leo e

composicao de lipideos;

4. Avaliar a eficiéncia de biorremediacédo do residuo suino em relacao

aos parametros fosfatos e nitrogénio total, organico e amoniacal;

5. Extrair lipideo da biomassa cultivada, determinar sua composi¢ao e

produzir biodiesel por meio de esterificacdo enzimatica.

A FIGURA 06 relaciona as metas estabelecidas com as respectivas
estratégias para se alcancgar o objetivo proposto.



METAS

ESTRATEGIAS

Coletar e caracterizar o
residuo suino biodigerido

Coleta de efluente suino de
biodigestor em Castro — PR e
analise de nutrientes

Avaliar o crescimento das
microalgas frente ao residuo
suino em pequena escala no

laboratério e determinar
melhor condicdo de cultivo

Avaliacéo de densidade
celular, analise de
absorbéancia, determinacéo de
biomassa seca, e andlise de
pH

Produzir biomassa de
microalgas em FBR tipo Airlift
de 12 L em condicbes
externas avaliando
produtividade em biomassa,
6leo e composicao de lipideos

Avaliar a eficiéncia de
biorremediacao do residuo
suino em relagdo aos
parametros fosfato e
nitrogénio total, organico,
amoniacal

Avaliacéo de densidade
celular, anélise de
absorbancia, determinacao de
biomassa seca, andlise de
pH, determinac¢éo de lipideos
totais e andlise do perfil
lipidico

Determinacao das cargas dos
nutrientes apds o cultivo

Extrair lipideo da biomassa
cultivada, determinar sua
composicao e produzir
biodiesel através de
esterificacdo enzimatica,

I 1111

Extracao de lipideo a frio com
solventes, andlise da
composicao dos acidos
graxos e esterificacdo
enzimética por lipases

FIGURA 06 — FLUXOGRAMA DAS METAS E ESTRATEGIAS DE TRABALHO

FONTE: O autor (2012)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SELECAO DAS MICROALGAS

A microalga Scenedesmus sp utilizada nesse trabalho foi isolada e
obtida a partir da agua da rede de abastecimento local. Em teste hidrostatico
realizado nos fotobiorreatores do NPDEAS, na Universidade Federal do
Parand, sem qualquer adicdo de nutrientes ou inoculo, a microalga
Scenedesmus sp foi naturalmente selecionada. A manutencéo e repique das
cepas foram realizados em sala de cultivo climatizada, podendo ser observada
na FIGURA 07.

FIGURA 07 — SALA DE CULTIVO. (A) VISAO GERAL DA SALA, (B)
MICROGRAFIA DA MICROALGA Scenedesmus sp COM
AUMENTO DE 400X

FONTE: O autor (2012)
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4.2 COLETA E MANUTENGAO DO EFLUENTE SUINO BIODIGERIDO

O dejeto suino (40 L) foi coletado de biodigestor de uma propriedade
particular situada em Castro-PR e acondicionado em freezer em garrafas
plasticas de 500 mL. A FIGURA 08-A mostra o local da coleta. As amostras
ficaram acondicionadas pelo periodo médio de 3 meses. Foram realizadas trés
diluicdes distintas para os experimentos realizados com o efluente. O dejeto foi
diluido em &gua destilada nas proporc¢des de 5%, 10% e 30% v/v. O efluente
suino bruto foi submetido a andlise de cargas de fosfato, nitrato, nitrito,
nitrogénio total, nitrogénio organico e nitrogénio amoniacal para posterior

avaliacao do grau de biorremediacéo.

FIGURA 08 — BIODIGESTOR DE ONDE FOI COLETADO O EFLUENTE SUINO
(CASTRO — PR). (A) BIODIGESTOR TIPO LAGOA COBERTA, (B)
EFLUENTE BIODIGERIDO COLETADO EM LAGOA DE
ESTABILIZACAO

FONTE: O autor (2012)
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4.3 MEIO DE CULTIVO E CONDICOES DE CULTIVO

Os cultivos foram realizados em escala laboratorial (frascos tipo
Erlenmeyer contendo aerag&o) e em reator tipo airlift de 12 L com meio CHU
modificado (TABELA 04), havendo a substituicdo de 6xido de molibdénio por
molibdato de sodio. Levando em consideracdo as caracteristicas do residuo
suino, a formulacdo de meio de cultivo utilizando o dejeto biodigerido foi
realizada nas seguintes proporc¢des: 5%, 10% e 30% v/v. A escolha das
diluicbes foi baseada em experimentos prévios no laboratério do NPDEAS, que
levaram em consideracdo a turbidez do meio e as quantidades de fosfato e
nitrogénio total em comparacdo ao meio sintético CHU. Diluicdes do dejeto
biodigerido acima de 30% n&o resultaram em crescimento de microalgas. A
TABELA 10 demonstra a quantidade de nitrogénio e fosfato em cada diluicéo

proposta. Todos os cultivos foram realizados em batelada.

TABELA 10 — PROPORCOES DE NITROGENIO E FOSFORO INICIAIS DOS CULTIVOS COM
RESIDUO SUINO

R NITROGENIO NITROGENIO
. FOSFATO NITROGENIO

DILUICOES 1 R 1 AMONIACAL TOTAL

(mg P.L™) | ORGANICO (mg.L™) 1 1

(mg NH; — N.L™) (mg NH; — N.L™)
5% 3,7 20,9 109,4 130,3
10% 7.4 41,9 218,8 260,6
30% 22,3 125,6 656,4 781,9
CHU 61,6 - - 41,2%

FONTE: O autor (2013)
NOTA: *concentragdo de nitrogénio em nitrato de sédio

Os cultivos realizados em escala laboratorial ocorreram em frascos
Erlenmeyer de 2L, utilizando um volume inicial de 1,6 L em cada frasco,
composto por 400 mL de in6culo com uma concentracéo de 200 x10* cél.mL™;
aproximadamente 100 mL de solucbes-estoque de meio de cultivo
autoclavadas e 1100 mL de agua destilada esterilizada. Nos experimentos com
efluente suino, as solucdes estoque autoclavadas e a agua destilada foram
substituidas pelas diluicbes do dejeto biodigerido nas proporgcdes 5%, 10% e

30% v/v. Os frascos foram mantidos sob constante iluminacdo (2 lampadas de
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40 W cool daylight), sem fotoperiodo, sob aeragdo continua utilizando
compressor da marca Schulz com injecéo de ar & vazéo de 2 litros.minuto™ e
sob a temperatura de 17 °C. A FIGURA 09 apresenta a disposi¢cao dos frascos
de cultivo. Todas as condi¢cdes foram realizadas em triplicatas e, assim, para
cada experimento foram realizados 12 cultivos independentes. Os cultivos

foram realizados em batelada.

FIGURA 09 — DISPOSICAO DOS CULTIVOS EM ESCALA LABORATORIAL
FONTE: O autor (2012)

Os cultivos em reatores airlift foram realizados ao ar livre e
demandaram um volume aproximado de 2 L de inéculo com uma concentragao
inicial da ordem de 250 x10*cél.mL™ realizados em meio de cultivo CHU
modificado e dejeto suino na diluicdo de 10% vl/v, totalizando 11 L de cultivo. A
aeracado e agitacdo foram realizadas com ar atmosférico utilizando compressor
da marca Schulz, com vaz&o de ar de aproximadamente 4 L.min™*. A FIGURA
10 mostra a configuracdo dos cultivos. Os cultivos foram realizados em
triplicata. De acordo com a experiéncia de cultivos anteriores realizados no
NPDEAS, estabeleceu-se periodo de 15 dias de cultivo para avaliacdo dos
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parametros de cultivo. Ao final dos 15 dias as microalgas encontram-se na fase

estacionaria.

Lo

FIGURA 10 — CULTIVOS EM REATORES TIPO AIRLIFT
FONTE: O autor (2012)

4.4 AVALIACAO DO CULTIVO

A avaliacdo dos cultivos foi realizada em funcdo da determinagcédo dos
seguintes parametros: determinacdo da densidade celular, andlise
espectrofotométrica, analise e quantificacdo de biomassa seca, andlise e

determinacao da quantidade de lipideos totais e determinacéo de pH.

4.4.1 Determinacéo da densidade celular

A densidade celular dos cultivos foi determinada por meio de

contagens em microscopio optico com aumento de 400X, com o auxilio de



53

camaras de Neubauer e realizados ao longo dos dias de cultivo (LOURENCO,
2006). As contagens sempre foram realizadas em triplicata. O resultado foi
representado como a meédia + 2 vezes o desvio padrdo. Os resultados foram
representados em nimeros de células por mililitros de cultivo (cél.mL™). Essa
metodologia permite a identificacdo da fase estacionaria e determinagdo do
periodo de acumulo de lipideos pelas células. A FIGURA 11 demonstra uma
curva tipica do crescimento das microalgas. Nesse grafico é possivel observar
as distintas fases do crescimento dos micro-organismos em cultivos do tipo
batelada, que consistem em: fase de adaptacdo ou fase lag, fase de
crescimento exponencial, fase de crescimento linear, fase estacionaria e fase

de declinio ou morte celular.

Crescimento celular
Concentracao de nutrientes

Tempo Numero de células

———————— Consumo de nutrientes

FIGURA 11 — CURVA TIPICA DE CRESCIMENTO CELULAR. (1) FASE LAG, (2) FASE DE
CRESCIMENTO EXPONENCIAL, (3) FASE DE CRESCIMENTO LINEAR, (4)
FASE ESTACIONARIA, (5) FASE DE DECLINIO

FONTE: Adaptado de Mata, Martins e Caetano (2010)
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4.4.2 Determinagao da Absorbéancia

A determinacdo da absorbancia dos cultivos foi realizada em
espectrofotometro da marca Perkin-Elmer utilizando o software Lambda 25 -
UV/VIS Spectrometrer com cubetas de caminho éptico de 1 cm e comprimento
de onda de 540 nm. A agua destilada foi utilizada como “branco” para zerar a
leitura do equipamento. Pela analise de absorbancia pode-se determinar a
turbidez dos cultivos, indicando maior ou menor presenca de células e
biomassa de microalgas. Como visto nha FIGURA 08-B, o efluente suino possui
natureza escura. Os cultivos realizados com o residuo apresentaram coloracao
mais turva de acordo com a propor¢ao de diluicho em agua. Por esse motivo,
para a obtencdo de dados de aumento real desse parametro, descontou-se o
valor inicial da absorbéncia de cada ponto da curva em todos os cultivos,
incluindo o cultivo controle (A de absorbancia).

Para se evitar distorcfes nas leituras e interpretacdes incorretas dos
dados, quando a medida de absorbancia resultou valor superior a 0,5 realizou-
se diluicdes para se atingir a faixa de 0,1 a 0,5. Isso consiste em uma pratica
comumente realizada para determinacdo de absorbancia quando se realiza

estimativa do crescimento celular com micro-organismos.

4.4.3 Determinacédo de biomassa seca

A determinacdo de biomassa seca (g.L™) foi realizada diariamente por
metodologia gravimétrica, sempre em triplicata, em todos os cultivos. Foram
utilizados microfiltros de fibra de vidro Macherey-Nagel GF-1, diametro de 47
mm para filtragem utilizando bomba a vacuo. Primeiramente, os microfiltros
foram levados a estufa com temperatura de 60 °C até atingirem massa
constante para a retirada de sua umidade natural. A massa dos microfiltros

secos foi aferida.
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Depois disso, trés amostras de 10 mL dos cultivos foram retiradas e
filtradas separadamente. Os microfiltros com as amostras foram levados a
estufa a temperatura de 60 °C até atingirem massa constante. O aparato de
filtragem, consistindo de bomba, filtro, membrana e filtrado pode ser observado

na FIGURA 12. As massas foram aferidas em balanca analitica.

FIGURA 12 — SISTEMA DE FILTRACAO
FONTE: O autor (2012)

O célculo do método gravimétrico utilizado para mensuracdo da

biomassa seca em gramas por litros (g.L™) foi:

F,-F
Bs(g.L™) :—2\/ L

1)
em que:
Bs — biomassa seca da amostra (g.L™);

F1 — massa do microfiltro seco (Q);
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F.> — massa do microfiltro com biomassa seca (g);

V — volume de cultivo filtrado (L).

O efluente suino apresenta grande quantidade de solidos totais em sua
composi¢do. Para uma avaliagdo mais correta do crescimento de biomassa, o
valor de biomassa seca inicial de cada cultivo foi subtraido das respectivas
medidas diarias desse parametro (A de biomassa). Desta forma, eliminando-se
a interferéncia dos solidos totais presentes no residuo nas diferentes
concentracbes trabalhadas, estd sendo considerada apenas a biomassa

produzida pelos cultivos.

4.4.4 Determinacao de lipideos totais

Para o célculo e mensuracdo dos lipideos totais dos cultivos foi
realizada a metodologia de extracao a frio desenvolvida por Bligh e Dyer (1959)
e adaptada de Rodriguez et al. (2007). Para a extracdo dos lipideos utilizou-se
uma solucdo de metanol e cloroférmio. As analises foram realizadas em
triplicata.

Em cada uma das triplicatas, foram maceradas e aferidas a massa de
50 mg de biomassa seca anteriormente em estufa até massa constante. Apos,
foram colocadas em tubos de polipropileno de 15 mL. A cada uma das
amostras foi adicionado 3 mL da solucdo de cloroférmio:metanol (2:1, v:v) e
10 pL de solucao de butilhidroxi tolueno (BHT) 1% em metanol, como protecéo
antioxidante e preservacao da estrutura dos lipideos poli-insaturados. Apos, as
amostras foram submetidas por 3 ciclos de 15 minutos em banho de ultrassom
(Unica Ultra Cleanner 1400, frequéncia de 40 kHz). As amostras foram envoltas
em papel aluminio para protecéo contra a luz e evitar a foto-degradacao do
material. Apos, foram incubadas a 4 °C por 24 horas para favorecer e aumentar
a extracao de lipideos.

Em seguida, as amostras foram submetidas a mais 3 ciclos de

15 minutos em banho no ultrassom e depois centrifugadas por 20 minutos a
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5000 rpm e 5 °C. O sobrenadante foi recuperado e reservado. Adicionou-se
1,5mL da solucdo de cloroformio:metanol 2:1 v/iv a biomassa, que foi
sedimentada apos a centrifugacdo e essa mistura foi novamente centrifugada
nas condi¢cdes anteriores. A fase liquida foi recuperada e adicionada ao
reservado.

Por fim, adicionou-se 2 mL de agua destilada e 1 mL de cloroférmio ao
reservado, agitou-se e centrifugou-se as amostras a 5000 rpm por 10 minutos a
5 °C. A fase inferior foi recuperada e reservada em vial de massa conhecida. A
fase aquosa foi lavada com 1 mL de cloroférmio, agitada e centrifugada nas
mesmas condi¢cdes anteriores. A fase inferior foi transferida ao vial e este foi
levado a capela de exaustdo, onde permaneceu até que todo o solvente
evaporasse. A seguir o vial teve sua massa novamente quantificada. A
FIGURA 13 representa o fluxograma referente a extracdo dos lipideos. O

calculo do método gravimétrico utilizado para a mensuracao de lipideos foi:
ini i -1 (Vz - 1)' B
Lipideos totais (mg.L™) = T&ooo (2)

em que:

V1 — massa do vial vazio (g);

V,— massa do vial com lipideos (Q);
B — biomassa seca do cultivo (g.L™);

C — biomassa seca ();

A determinacéo do teor de lipideos em porcentagem consistiu em:

3
(v, —V,)-100 ©

Lipideos totais (%) = o
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* outrotubo (Tubo 2) —
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FIGURA 13 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRACAO A FRIO DE LIPIDEOS
PARA DETERMINACAO ANALITICA
FONTE: O autor (2013)

4.4.5 Determinacéo do pH dos cultivos

O pH dos cultivos foi determinado diariamente em pHmetro digital da
marca Gehaka PG 1800. Microalgas e organismos fotossintetizantes
necessitam de dioxido de carbono para o processo de fotossintese e producéo
de seu préprio alimento. A analise do pH ¢é importante para avaliar
indiretamente o consumo de CO, pelas microalgas fornecido no processo de
aeracdo. O gas carbobnico confere uma natureza acida aos cultivos e a medida
que o pH se eleva a disponibilidade de dioxido de carbono diminui,
normalmente relacionado a uma grande presenca de células e,

consequentemente, uma maior demanda pelo gas citado.
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4.5 RECUPERACAO DA BIOMASSA

Para a separacdo da biomassa microalgal do meio de cultivo foi
utilizado o método de floculacdo quimica por cloreto férrico heptahidratado
(FeCl3.7H,0). As condicdes de agitacado foram: agitacao rapida (500 rpm) por
2 minutos, agitacdo lenta (250 rpm) por 5 minutos e periodo de sedimentacao
de 24 horas. A quantidade de cloreto férrico adicionada foi a necessaria para

se obter uma solucdo final de cultivo + floculante de 0,3 mmol.L™. A FIGURA

14 mostra as etapas antes, durante e depois do processo de floculagéo.

FIGURA 14— PROCESSO DE FLOCULACAO QUIMICA. (A) ANTES, (B) ADICAO DE
CLORETO FERRICO HEPTAHIDRATADO E AGITACAO, (C) MICROALGAS
FLOCULADAS

FONTE: O autor (2013)

A biomassa concentrada de microalgas foi filtrada em papel filtro
guantitativo de poros de 8 um e levada a estufa com temperatura de 60 °C por



60

24 horas para secagem até massa constante. A biomassa seca foi entdo

submetida a extracdo de 6leo para a sintese do biodiesel.

4.6 EXTRACAO E ANALISE DO PERFIL LIPIDICO DO OLEO DE
MICROALGAS

Ap6s a determinacdo da melhor condicdo de cultivo em escala
laboratorial, o experimento conduzido em reator airlifting (11 L) forneceu
biomassa suficiente para extracdo do 0Oleo e posterior sintese de biodiesel.
Uma amostra de 6leo isolada dessa biomassa foi submetida a andlise para
investigacdo do perfil lipidico e presenca de &cidos graxos (ANEXO 01). A
andlise foi realizada pelo CEPPA (Centro de Pesquisa e Processamento de
Alimentos) da Universidade Federal do Parana por meio de cromatografia
gasosa.

Os acidos graxos da biomassa foram extraidos por saponificacdo. A
biomassa contendo cerca de 80% de umidade foi diretamente saponificada na
presenca de NaOH (0,25 g.g de biomassa™) e etanol (96,5% v/v — 10 mL.g™* de
biomassa), e agitada em Shaker durante uma hora a 180 rpm e 60 °C
utilizando metodologia aprimorada por Schroeder et al. (2011).

Depois disso, realizou-se hidrélise acida com a adicdo de HCI
concentrado a solucdo alcodlica até pH 1,0 para liberacdo dos &cidos graxos
livres. Desse meio os acidos graxos foram obtidos através de extracéo
utilizando hexano. O solvente foi posteriormente evaporado e os acidos graxos

isolados.

4.7 SINTESE DO BIODIESEL

A sintese do biodiesel a partir dos acidos graxos das microalgas por

saponificacdo foi realizada por método enzimatico utilizando lipases fungicas
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de Penicillium sumatrense e Aspergillus fumigatus, gentilmente cedidas pela
biotecndloga Anne Caroline Defranceschi Oliveira. Tais enzimas foram
cultivadas por Fermentacdo em estado soélido (FES), utilizando semente de
girassol como substrato. O sélido fermentado passou por processo de
delipidagcdo a fim de impedir a interferéncia do material graxo presente no
sélido fermentado nas reacfes de sintese.

Para delipidacéo, o solido fermentado foi seco e submetido a extracao
do material graxo através da adicdo de 10 mL de hexano para cada grama de
sOlido fermentado seco e incubados em shaker a 180 rpm e temperatura
ambiente por 1 hora.

ApoOs a delipidacdo obteve-se o extrato bruto enzimatico pela adicdo de
5 mL de solucdo de NaCl 1% para cada grama de substrato solido, sendo este
mantido em agitacdo por 1 hora a 100 rpm. Filtrou-se e centrifugou-se a
2000 rpm por 8 min, desprezando-se o precipitado. Com o meio fermentado
recuperado, o extrato bruto foi liofilizado.

A esterificacdo dos acidos graxos de microalgas foi realizada em
frascos erlenmeyers de 125 mL, contendo um volume reacional de 10 mL. Em
cada frasco foram adicionados o sélido fermentado numa propor¢ao
equivalente a 60 U (unidade de atividade enzimatica), 50 mmol.L™* de &cido
graxo, 450 mmol.L* de metanol e 10 mL de hexano. As reacdes foram
incubadas em Shaker a 30 °C e 180 rpm, e acompanhadas por 12 horas.

Para a determinacdo da conversdo de &cidos graxos em ésteres foi
utilizado um método espectrofotométrico descrito por Lowry e Tinsley (1976).
Este método foi usado previamente em trabalhos descritos na literatura, e
apresentou grande precisdo na quantificacdo de acidos graxos, demonstrados
pelo acompanhamento simultaneo da quantificagdo dessas substancias através
de cromatografia gasosa (BARON et al., 2005; FERNANDES et al., 2007).

Essa metodologia baseia-se na ligacdo entre os acidos graxos livres e
os ions Cobre Il em meio organico, possibilitando a avaliagdo do percentual de
acidos graxos convertidos a ésteres. Desta forma, o acompanhamento da
reagcdo de conversdo de acidos graxos em eésteres fundamentou-se no
acompanhamento do desaparecimento do substrato no meio reacional. Quando

a quantidade de acidos graxos diminui em 100%, considerou-se que a reagao
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teve 100% de conversdo a biodiesel (metil ésteres). Assim sendo, para a
realizacdo das andlises, a quantidade de 0,2 mL do meio reacional foram
adicionados a 2,4 mL de tolueno e 0,5 mL da solucéo de piridina e acetato de
cobre (5%). As reacOes foram agitadas em voértex por 30 segundos e a fase

organica lida em espectrofotometro em 715 nm.

4.8 ANALISE DA BIORREMEDIACAO DO RESIDUO SUINO

ApoOs o processo de separacdo e floculacdo quimica do cultivo de
microalgas (descrito no item 4.5), o sobrenadante e o efluente suino bruto
foram submetidos a analise de cargas de fosfato, nitrato, nitrito, nitrogénio total,
nitrogénio orgéanico e nitrogénio amoniacal para determinacdo de remocao de
matéria organica e biorremediacdo do residuo suino pelas microalgas
(ANEXO 02 e ANEXO 03).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os valores graficos de densidade celular, biomassa seca, absorbancia
e pH apresentados nessa dissertacdo sdo as meédias das triplicatas das
amostras de cada experimento + duas vezes o desvio padrédo. O desvio padrdo
foi multiplicado por 2 para abranger 95% de confiabilidade das amostras
considerando uma distribuicdo normal, conforme a FIGURA 15.

Para verificar se houve diferenca estatistica entre os valores obtidos
em todos os parametros foi realizada a analise de variancia pelo “teste t” com o
auxilio do software ASSISTAT, versao 7.6 beta. O “teste t” foi aplicado ao nivel
de 95% de confiabilidade de diferenca estatistica (p < 0,05). Os pontos
assinalados com asterisco (*) nos graficos demonstram que houve diferenca

estatistica entre as condi¢cdes comparadas.
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FIGURA 15 — REPRESENTACAO NORMAL SIMETRICA
FONTE: Adaptado de Rodrigues (2008)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A microalga Scenedesmus sp. foi cultivada em batelada por periodos
de até 15 dias em escala laboratorial sob condi¢des controladas e em reatores
airlifting expostos a condicbes ambientais, ou seja, sem controle de
temperatura e luminosidade. Nos cultivos de escala laboratorial foram
realizadas diariamente contagens celulares, quantificacdo de biomassa seca e
andlises dos valores de pH. A mesma metodologia foi aplicada ao experimento
realizado no reator airlift e, além disso, avaliou-se a produtividade em lipideos e
em biomassa. O 0leo isolado por saponificacao foi utilizado para a sintese

enzimatica de biodiesel.

5.1 VERIFICACAO DA MELHOR CONDICAO DE DILUICAO DO EFLUENTE
SUINO PARA CULTIVO DAS MICROALGAS

De acordo com a metodologia estabelecida, verificou-se a melhor
condicdo de diluicdo do dejeto. Inicialmente, o residuo foi autoclavado e
congelado a fim de garantir a ndo interferéncia e degradacdo do mesmo por
micro-organismos. Porém, esse processo tornou o efluente muito escuro e a
alta turbidez do residuo fez com que o processo de fotossintese pelas
microalgas fosse dificultado, resultando em fracasso e morte das células. A
FIGURA 16 mostra o aspecto do dejeto apos a esterilizacdo com temperatura e
presséo (autoclave 121 °C, 2 atm, 15 min). Foram realizados cinco cultivos em
laboratério (resultados ndo mostrados) sob essa condigdo para verificacdo

desse fator limitante.
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FIGURA 16 — EFLUENTE SUINO APOS O PROCESSO DE ESTERILIZACAO
FONTE: O autor (2012)

Com isso, utilizou-se o residuo suino sem nenhum pré-tratamento nas
diluicbes propostas e com o meio de cultivo CHU modificado como controle. O
in6culo de todos os experimentos em escala laboratorial deste trabalho foi
padronizado a 200 x10% cél.mL™, de acordo com Soares (2010), representando
aproximadamente 100 mg.L™ de biomassa seca. Os resultados em escala
laboratorial de densidade celular podem ser vistos na FIGURA 17. Os melhores
valores foram obtidos na diluicdo de dejeto a 10%. Ao final dos 15 dias de
cultivo, o nimero de células obtido foi de 1259 + 80 x10*cél.mL™. Esse
resultado se mostrou ligeiramente superior ao do controle, que atingiu
1149 + 70 x10”* cél.mL™.
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FIGURA 17 — RESULTADOS DAS ANALISES DE DENSIDADE CELULAR DOS CULTIVOS
CONTROLE (MEIO CHU) E CULTIVOS COM DEJETO SUINO EM
DIFERENTES DILUICOES. (A) 5%, (B) 10%, (C) 30%

FONTE: O autor (2013)

NOTA: As barras de erro representam duas vezes o desvio padrdo. Experimentos realizados
sem fotoperiodo (24 h de luz), 17 °C, aeracao de 2 L.minuto™ em reator tipo erlenmeyer
de 2 L (1,6 L de volume dtil). * apresenta diferenca estatistica com p <0,05

A FIGURA 17 mostra também a evolucdo da densidade celular ao
longo dos dias das outras duas diluicbes (5% e 30%). No nono dia de cultivo
obteve-se 0 melhor resultado na diluicdo 5%: 873 + 57 x10* cél.mL™; e, ao final
do cultivo a densidade celular foi de 835 + 70 x10* cél.mL™. J& na diluicdo de
30% o melhor resultado foi obtido no oitavo dia, com 663 + 107 x10* cél.mL™, e,
ao fim dos 15 dias de cultivo, 434 + 59 x10* cél.mL™, demonstrando a pouca
eficiéncia de tal diluicao.
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Para uma representacdo mais exata dos dados de crescimento das
microalgas, também analisou-se o0 acumulo de biomassa dos micro-organismos

ao longo dos dias de cultivo, podendo ser observado na FIGURA 18.
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FIGURA 18 - RESULTADOS DAS ANALISES DE BIOMASSA SECA DOS CULTIVOS
CONTROLE (MEIO CHU) E CULTIVOS COM DEJETO SUINO EM
DIFERENTES DILUICOES. (A) 5%, (B) 10%, (C) 30%

FONTE: O autor (2013)

NOTA: As barras de erro representam duas vezes o desvio padrdo. Experimentos realizados
sem fotoperiodo (24 h de luz), 17 °C, aeracao de 2 L.minuto™ em reator tipo erlenmeyer
de 2 L (1,6 L de volume dtil). * apresenta diferenca estatistica com p <0,05

Como o meio de cultivo preparado com efluente suino apresenta uma
guantidade grande de sélidos totais, a biomassa seca no tempo zero
apresentou valores entre 0,24 g.L* a 0,30 g.L™>. Desta forma, para avaliar a
producdo de biomassa de microalgas nesses experimentos, o valor de

biomassa seca inicial foi subtraido de todos os pontos obtidos e, assim, 0s
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valores representados no grafico correspondem apenas a biomassa produzida
pelos cultivos, ja que a interferéncia dos solidos totais presentes em
quantidades diferentes para cada diluicdo € eliminada.

Ao final dos 15 dias de cultivo, o experimento com o dejeto diluido a
10% apresentou aumento de biomassa de 0,61 + 0,01 g.L™. Esse desempenho
mostrou-se melhor quando comparado ao do meio de cultivo controle, que
apresentou aumento de 0,39 +0,01g.L". JA4 a diluicio de 5% obteve
desempenho semelhante ao meio sintético (0,40 + 0,03 g.L™) e a diluicdo de
30% atingiu o valor de 0,09 +0,01 g.L", o mais baixo entre os testados.
Destaca-se o0 crescimento de biomassa superior apresentado pelo meio de
cultivo com efluente suino diluido a 10%. Produziu-se mais microalgas com
custos baixos quando comparados ao valor do meio de cultivo sintético.

Na andlise espectrofotométrica, realizada com comprimento de onda
de 540 nm, a diluicdo de 10% obteve desempenho semelhante ao meio de
cultivo controle e melhor frente as outras condi¢des testadas. Quanto maior a
absorbancia, maior a presenca de células e biomassa de microalgas. O
aumento de absorbancia ao final do experimento com a diluicdo de 10% foi de
0,82 + 0,1 contra 0,80 + 0,06 do meio sintético. Os valores de absorbancia das
diluicdes de 5% e 30% ao final dos cultivos foram, respectivamente, 0,71 + 0,02
e 0,20 £ 0,08. A FIGURA 19 mostra as medi¢cdes de absorbancia dos cultivos
diariamente.

A medida de absorbancia € uma metodologia de rapida execucédo e
fornece dados indicativos da microalga nos experimentos, como a identificacdo
de sua fase de crescimento. Como essa metodologia pode ser influenciada
pela quantidade de pigmentos por célula, os resultados podem ser confundidos
com produtividade em biomassa. Desta forma, neste trabalho, foram
considerados como produtividade os parametros densidade celular (cél.mL™)
por representar a quantidade de células presentes nos cultivos e o parametro
de biomassa seca (g.L™). A biomassa seca fornece informacdes precisas sobre
a quantidade de matéria produzida nos experimentos. Ja a densidade celular
aferida por absorbancia pode, muitas vezes, causar problemas na interpretagéo

dos resultados quando algumas condi¢cbes levam ao aumento do numero de
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células com tamanho pequeno ou, ainda, pequeno numero de células com

grande massa.
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FIGURA 19 — RESULTADOS DAS ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS DOS CULTIVOS
CONTROLE (MEIO CHU) E CULTIVOS COM DEJETO SUINO EM
DIFERENTES DILUICOES. (A) 5%, (B) 10%, (C) 30%

FONTE: O autor (2013)

NOTA: As barras de erro representam duas vezes o desvio padrdo. Experimentos realizados

sem fotoperiodo (24 h de luz), 17 °C, aeracao de 2 L.minuto™ em reator tipo erlenmeyer
de 2 L (1,6 L de volume dtil). * apresenta diferenca estatistica com p <0,05

Nos resultados expressos na FIGURA 17 obteve-se numero de células
de 835 + 70 x10* cél.mL™ e 1149 + 70 x10* cél.mL™ para os cultivos com dejeto
5% e controle (CHU), respectivamente. Contudo, a biomassa seca realizada ao
final dos 15 dias de cultivos demonstrou que 0s experimentos em questéo

resultaram numa quantidade de biomassa muito semelhante. Isso € um

indicativo que as células cultivadas nessa concentracdo de dejeto resultaram
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em organismos maiores e com mais matéria por unidade. A TABELA 11
correlaciona a quantidade de células obtidas nos cultivos com seus respectivos
valores de biomassa seca e fornece uma estimativa da massa, em picogramas,

de cada célula.

TABELA 11 - CORRELAGAO DA DENSIDADE CELULAR E BIOMASSA SECA DOS
CULTIVOS EM ESCALA LABORATORIAL

BIOMASSA
SECAEM | CELULASX 3 4
MEIO DE CULTIVO 41 pg.CELULAS
15 DIAS 10".mL
EXPERIMENTOS 1
(mg.mL™)
EM ESCALA
CHU 0,39 1149 34
LABORATORIAL §
5% EFLUENTE SUINO 0,4 835 48
10% EFLUENTE SUINO 0,61 1259 48
30% EFLUENTE SUINO 0,09 434 21

FONTE: O autor (2013)

Os valores de pH ao longo dos dias de cultivo podem ser
correlacionados indiretamente com a concentracdo e o consumo de CO; pelas
microalgas, O cultivo que apresentou o valor mais alto de pH ao final da
experimentacdo foi o de 10% (9,95 + 0,22), indicando um maior consumo de
diéxido de carbono pelas microalgas. A diluicdo de 5% apresentou o segundo
maior valor de pH (9,49 £ 0,07). Ja a diluicdo de 30% e o meio de cultivo
sintético apresentaram valores menores e semelhantes, de 8,51 +0,21 e
8,13 £ 0,11, respectivamente. Os resultados de pH dos cultivos podem ser
observados na FIGURA 20. Em todos os cultivos realizados com o dejeto
biodigerido diluido o pH inicial foi alcalino devido, em grande parte, aos altos
teores de amodnia presentes, como pode ser observado no ANEXO 2.

Apesar dos cultivos com a diluicdo de 30% apresentarem maiores
teores de nutrientes (fosfato e nitrogénio), fatores como a alta turbidez imposta
pela presenca de solidos totais e pigmentos afetaram o crescimento das
microalgas.

Além disso, a medida que as microalgas crescem aumenta ainda mais
a coloragcédo escura dos cultivos, dificultando a difusdo da luz. Portanto, a

incidéncia de luz nos cultivos é fator determinante para o crescimento e



71

consiste em fator limitante quando esta ndo € suficiente. Esse problema é
encontrado em cultivos realizados em lagoas e sistemas abertos. Devido a
baixa difusdo da luz, as taxas de crescimento de tais cultivos hormalmente sdo
inferiores as taxas de crescimento de cultivos realizados em fotobiorreatores.
Outra possibilidade para o menor crescimento nessa condi¢cao é devido a alta
concentracdo de substancias ndo determinadas, 0 que acarretaria alta

osmolaridade do meio de cultivo.

10,0 T 10,0 —
9,5 *—a—%i—i’—i 9,5 " *—%ﬂ—@—f
*
*
9,0 **Qé%’i’ 9,0 **Qé%‘}
85 I % % 3 85 1 % ¥ * 3
g0 1 ] ©8° it%e' g0l 1202 it}e'
u o + . T + °
S 75 ] 6%%{;60 575 ] 5%%**6"
o * @ 0 * 0
7,0 7,0
®CHU ® CHU
6,5 6,5
05% 010%
6,0 6,0
55 ; ; 5,5
0 5 . 10 15 0 5 .10 15
A Tempo (dias) B Tempo (dias)
10,0
9,5
o0 . * ok
’ * x ¥ % - AERCEEFCRE 3
85 - * * Q Q (o] é % % é °© 6 o)
2 | o E3
* > 8) i
Is,o [+ } )
S s I
o *
7,0
e CHU
6,5
030%
6,0
5,5
0 5 . 10 15
C Tempo (dias)

FIGURA 20 — RESULTADOS DAS ANALISES DE pH DOS CULTIVOS CONTROLE (MEIO
CHU) E CULTIVOS COM DEJETO SUINO EM DIFERENTES DILUICOES. (A)
5%, (B) 10%, (C) 30%
FONTE: O autor (2013)
NOTA: As barras de erro representam duas vezes o desvio padrdo. Experimentos realizados
sem fotoperiodo (24 h de luz), 17 °C, aeracao de 2 L.minuto™ em reator tipo erlenmeyer
de 2 L (1,6 L de volume util). * apresenta diferenca estatistica com p <0,05
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A FIGURA 21 mostra um fluxograma das atividades, cultivos e

resultados dos experimentos realizados em escala laboratorial.

FIGURA 21 — ATIVIDADES E EXPERIMENTOS EM ESCALA LABORATORIAL
EXPERIMENTOS EM ESCALA LABORATORIAL

SUINOCULTURA

SUBSTANCIAS

QUIMICAS
SALA DE CULTIVO lI
DE MICROALGAS ! !
RESIDUO
BRUTO
INOCULO CHU ~ 59 u
%""30%
BIODIGESTOR
@ LAGOA DE
ESTABILIZAGAO

EFLUENTE
BIODIGERIDO

INUMERAS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

DESCARTE EFLUENTE BIOMASSA = INCLUSIVE COMO MATERIA PRIMA PARA
ADEQUADO LiQuIDO BIODIESEL

FONTE: O autor (2013)

Dessa forma, apds a experimentacdo em escala laboratorial, observou-
se um melhor desempenho de crescimento de microalgas na diluicdo de 10%
em todos os parametros avaliados. De posse dessa informacédo, foi realizado
um cultivo comparando essa melhor condigdo com o meio de cultivo CHU nos

reatores tipo airlift.

5.2 CULTIVO EM REATOR AIRLIFT

O resultado apresentado neste trabalho é representativo de dois

experimentos independentes realizados no reator airlift. Consiste em grande



73

importancia mencionar que a configuragdo desse reator permite a melhor troca
de gases, j4 que o reator apresenta uma coluna de agua maior (2,7 m) em
relacdo aos reatores tipo Erlenmeyer da escala laboratorial (0,14 m). A
temperatura ambiental no periodo do cultivo variou de 20 °C a 29 °C.

Os resultados observados evidenciaram ainda mais o melhor
desempenho do meio de cultivo alternativo diluido a 10%. Em todos os
parametros aferidos (densidade celular, biomassa seca, absorbancia e pH) o
meio de cultivo com efluente superou o desempenho do meio sintético. Esses
resultados podem ser observados na FIGURA 22.

A densidade celular atingida apés o 15° dia de cultivo com efluente
sufno (10%) foi de 5199 + 458 x10” cél.mL™. Isso representa um aumento de
70% em comparacédo ao resultado obtido para 0 mesmo periodo com o cultivo
controle, que apresentou 3041 + 167 x10% cél.mL™ no mesmo periodo. Kim et
al. (2007) cultivaram a microalga Scenedesmus sp. por 60 dias em residuo
suino digerido com adicdo de nutrientes. Nesse trabalho os autores obtiveram,
no 15° dia de cultivo, concentracdo celular de aproximadamente
500 x10* cél.mL™ e ao final do experimento a densidade celular alcancada foi
de aproximadamente 2000 x10*cél.mL™. Analisando-se esses resultados em
relacdo ao numero de células, o crescimento celular do presente estudo
mostra-se eficiente, ndo apenas pela concentracédo atingida, mas também pelo
menor periodo de tempo necessario, quando comparados aos dados
apresentados por Kim et al. (2007).

A TABELA 12 permite a identificacdo da correlacdo de densidade
celular e biomassa seca no experimento realizado em reator airlift, assim como
realizado com o0s experimentos em escala laboratorial. Pode-se notar que a
massa das células do cultivo com meio CHU foi maior que a do meio com

efluente suino.
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FIGURA 22 — RESULTADOS DOS CULTIVOS CONTROLE (MEIO CHU) E COM DEJETO

SUINO DILUIDO A 10%

REALIZADOS EM REATOR AIRLIFT.

(A)

DENSIDADE CELULAR, (B) BIOMASSA SECA, (C) ABSORBANCIA EM 540

nm, (D) pH
FONTE: O autor (2013)

NOTA: As barras de erro representam duas vezes o desvio padrdo.. Experimentos realizados
em reator airlift (volume util de 11 L) sujeito as variagdes ambientais de luminosidade e
temperatura, aeracdo de 4 L.minuto ™. * apresenta diferencga estatistica com p <0,05

TABELA 12 — CORRELAGCAO DA DENSIDADE CELULAR E BIOMASSA SECA DOS
CULTIVOS EM REATORES AIRLIFT

EXPERIMENTOS
EM REATORES

AIRLIFT

BIOMASSA .
CELULAS . 4
MEIO DE CULTIVO SECA EM 15 4+ 1 | PY.CELULAS
4 x10".mL
DIAS (mg.mL™)
CHU 1 3041 33
10% EFLUENTE SUINO 14 5199 27

FONTE: O autor (2013)
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Apés o 10° dia de cultivo pode se observar que, apesar das células
atingirem a fase estacionaria, o valor de biomassa seca continuou a aumentar,
atingindo valor final de 1,44 + 0,04 g.L™* no meio de cultivo com dejeto contra
1,03 +0,02 g.L?. Isso se explica devido ao estresse pelo qual passam as
células das microalgas, a medida que os nutrientes dos meios de cultivo séo
consumidos. Dessa forma, as microalgas direcionam seu metabolismo para o
acumulo de lipideos e outros metabolitos (HO, CHEN e CHANG, 2012), uma
vez que nao possuem mais aminoacidos suficientes para a producdo de mais
aminoacidos e proteinas. Portanto, apesar de ndo haver crescimento celular
nos ultimos 5 dias de cultivo, houve ganho de biomassa nesse periodo. Vale
ressaltar que o aumento de biomassa no meio de cultivo com efluente suino foi
40% maior que o cultivo com meio CHU.

O ganho de biomassa de microalgas cultivadas em residuos também
foi relatado por Woertz et al. (2009). Os autores utilizaram efluente da industria
de laticinios diluido a 10% como meio de cultivo. Nessa condi¢cdo obtiveram
0,5 g.L™ de biomassa seca como melhor resultado no 6° dia de experimento.
Em diluicdo de 25%, o ganho foi maior: 0,9 g.L™* ao 13° dia de cultivo.

Abou-Shanab et al. (2013) também utilizaram residuo suino como meio
de cultivo alternativo para o crescimento de diferentes microalgas, dentre elas a
Scenedesmus obliquus. Apdés 20 dias de experimentacdo, a biomassa
microalgal relatada dessa espécie alcancou aproximadamente 0,53 g.L™.

O ganho de absorbancia do cultivo com efluente suino diluido a 10% foi
bastante superior ao do cultivo com meio CHU. O aumento obtido no cultivo
com dejeto foi de 5,5408 +0,09 enquanto no cultivo controle foi de
2,1643 £ 0,11.

5.2.1 Quantificacéo de lipideos totais e sintese do biodiesel

Para os cultivos em reator airlift realizou-se a quantificacédo de lipideos
totais ao final do cultivo com meio de cultivo alternativo e meio de cultivo CHU

(FIGURA 23). A analise, realizada em triplicata, indicou uma quantidade de
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25,68% * 3,02 de lipideos totais em biomassa seca para o cultivo com dejeto
suino e 24,56% + 2,78 para o cultivo com meio sintético. Desta forma, pode-se
perceber que o teor de lipideos na biomassa de microalgas foi 0 mesmo,
independentemente do meio de cultivo utilizado. Contudo, o mesmo nao pode
ser afirmado em relac@o a produtividade em Gleo dos dois cultivos. A TABELA
13 mostra um comparativo de produtividade de lipideos totais em fungédo do
volume dos cultivos. Apesar dos teores de lipideos serem semelhantes nas
duas condi¢cbes analisadas, o cultivo em dejeto suino resultou em maior
guantidade de biomassa seca. Isso fez com que a produtividade de lipideos
apresentada nesse cultivo seja 46% maior que a produtividade do cultivo em

meio sintético.

FIGURA 23 — ASPECTO DO OLEO DURANTE A EXTRACAO DE MATERIAL APOLAR A
PARTIR DOS CULTIVOS REALIZADOS COM DEJETO SUINO EM REATOR
AIRLIFT (LIPIDEOS + SOLVENTES)

FONTE: O autor (2013)

Como comparativo, tem-se que a producdo de lipideos totais
produzidos a partir da microalga Chlorella foi de 8% a 29%, quando cultivada
em efluente da industria de laticinios em diferentes diluicbes (WOERTZ et al.,
2009). Xin, Hong-Ying e Jia (2010) obtiveram de 31% a 33% de teor lipidico em

experimento realizado com a microalga Scenedesmus sp. em efluente



77

sanitario. Vale ressaltar que esse estudo foi realizado durante um periodo de
30 dias. Abou-Shanab et al. (2013), em trabalho também realizado com
Scenedesmus sp. utilizando efluente suino como meio de cultivo, alcangcaram
concentracéo lipidica de aproximadamente 31%.

TABELA 13— RENDIMENTOS DE PRODUTIVIDADE DE LIPIDEOS NOS CULTIVOS EM
REATORES AIRLFIT

LIPIDEOS
MEIO DE SBElgxléf/ISlAS LIPIDEOS | TOTAIS (mg.mL™
CULTIVO K] TOTAIS (%) de meio de
DIAS (mg.mL™) ;
EXPERIMENTOS EM cultivo)
REATORES AIRLIFT CHU 1 24,56 0,246
10%
EFLU,ENTE 1,4 25,68 0,360
SUINO

FONTE: O autor (2013)

A TABELA 14 mostra, de acordo com a literatura, diferentes espécies

de microalgas e seus respectivos teores de lipideos.

TABELA 14 — TEOR LIPIDICO EM DIFERENTES ESPECIES
DE MICROALGAS

ESPECIE DE MICROALGA TEOR LIPIDICO (%)
Chlorella sp. 10-48
Dunaliella salina 6—-25
Dunaliella sp. 17,5-67
Haematococcus pluvialis 25
Scenedesmus obliquus 11-55
Scenedesmus quadricauda 19-184
Scenedesmus sp. 19,6 - 21,1
Spirulina platensis 4-16,6
Spirulina méxima 4-9

FONTE: Adaptado de Mata, Martins e Caetano (2010)

Os resultados de teor lipidico para Scedesmus sp. descritos nesse
trabalho sdo semelhantes aos resultados reportados na literatura em relacéo a

cultivos e meios sintéticos e formulados a partir de dejetos.
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Utilizando metodologia aprimorada por Schroeder et al. (2011), a
biomassa umida de microalgas obtida pelo cultivo em reator airlift foi submetida
a saponificacdo. Neste processo, 0s acidos graxos sao recuperados obtendo-
se um material ideal para ser submetido a esterificacdo. A TABELA 15
apresenta a composi¢do dos acidos graxos obtidos por esse processo. Além
disso, essa tabela também apresenta o perfil lipidico da mesma microalga
cultivada em outra condicdo (meio de cultivo CHU em fotobiorreator tubular

compacto), bem como de outras duas Scenedesmus descritas na literatura.

TABELA 15 - COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS DE MICROALGAS DO
GENERO Scenedesmus

Scenedesmus sp. Scene_desmus
obliquus
ACIDOS GRAXOS 1 | 2 | 3 4
TEOR (%)
C4:0 0 0 0 0
C6:0 0 0 0 0
C8:0 0 0,5 0 0
C10:0 0 1,7 0 0
C12:0 0 0,5 0 0
C14:0 0 0,9 0 6,7
C15:0 0 0 0 0
C16:0 24,5 18,5 18,4 20,3
C17:0 0 0 0 0
C18:0 4,6 2,6 3,4 1,5
Ccl4:1 0 0,7 0 0
Ci5:1 0 0 0 0
Cci6:1 3,7 14,0 2,3 42,1
C16:2 0 0 3,3 1,8
Ci7:1 0 0 0 0
C18:1n9¢c 454 19,9 . .
C18:1n9t 0,4 0 49.6 51
C18:2n6t 0,9 6,4 . .
C18:2n6c 13,1 4,6 113 0.8
C18:3n3 6,8 20,1 8 3¢ 0
C18:3n6 0 0 ’ 0
C20:0 0 0,5 0 0
C20:1 0 0 0 0
C20:2 0,7 0 0 0
C20:3n3 0 0,5 0 0
C20:5 0 0,8 0 2,1
C21:0 0 2,1 0 0
C22:0 0 0,8 0 0
c22:1 0 0 0 0
Cc22:2 0 1,0 0 0
C22:6n3 0 1,8 0 24
C23:0 0 0,4 0 0
C24:0 0 0 0 7,0
c24:1 0 1,7 0 0

continua
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TABELA 15 — CQMPOSI(;AO DE ACIDOS GRAXOS DE MICROALGAS DO
GENERO Scenedesmus
continuacdo e conclusdo

Scenedesmus
Scenedesmus sp. .
obliquus
ACIDOS GRAXOS 1 | 2 | 3 4
TEOR (%)

Outros 0 0 3,38 10,2
Saturados (AGS) 29,1 28,5 21,8 35,5
Monoinsaturados (AGMI) 49,5 34,6 51,9 47,2
Poli-insaturados (AGPI) 21,4 37,0 22,8 7,2

Trans isbmeros totais 1,3 6,4 - -
(AGMI + AGPI) / AGS 2,4 2,5 3,4 1,5
(AGS + AGMI) / AGPI 3,7 1,7 3,2 11,5

FONTE: o autor (2013)

NOTA: 1) Meio de cultivo efluente suino biodigerido (10%). Cultivo em
fotobiorreator de 12 L do tipo airlift (FIGURA 09).
2) Meio de cultivo sintético (CHU). Cultivo em fotobiorreator de 10 m? do
tipo compacto (FIGURA 04) - 2011 (dados nao publicados).
3) Chen et al. (2012).
4) Song et al. (2013).
* [sbmeros nao informados pelos autores

Portanto, de acordo com os parametros de qualidade do biodiesel, é
interessante cultivar microalgas com elevado teor de &cidos graxos,
preferencialmente saturados e monoinsaturados, além de baixa quantidade de
poli-insaturados. A analise do perfil lipidico do 6leo da microalga Scenedesmus
sp. realizada nesse trabalho aponta teores de 29,1% de acidos graxos
saturados; 49,5% de monoinsaturados e 21,4% de poli-insaturados.

A TABELA 16 demonstra um comparativo entre as 0s acidos graxos
encontrados na Scenedesmus sp. cultivada em efluente suino biodigerido
diluido a 10% e a soja, canola e palma. O biodiesel de palma constitui um
biocombustivel com grande estabilidade oxidativa devido a altos teores de
acidos graxos saturados e conteddo reduzido de A&cidos graxos
monoinsaturados. Contudo, em relacdo ao ponto de entupimento a frio, pode
solidificar-se a temperaturas de 15 °C. Biodiesel de soja e canola apresentam
menor estabilidade oxidativa em comparacéo a palma, entretanto, apresentam
melhores comportamentos em relacdo a viscosidade cinematica e ponto de
entupimento a frio. Em funcdo da composi¢cdo de &cidos graxos determinada
pela extragdo da biomassa Umida, pode-se prever um desempenho similar a
soja e a canola para o biodiesel de microalgas em relacdo a viscosidade

cinematica, ponto de entupimento a frio. Para a estabilidade oxidativa, ja que
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as microalgas apresentaram menores teores de poli-insaturados, espera-se
desempenho intermediario entre soja/canola e a palma. Trabalhos futuros séo
necessarios para producdo em escala de biodiesel de microalgas de modo a

fornecer dados para essa discussao.

TABELA 16 - COMPARACAO DA COMPOSIGAO DE ACIDOS GRAXOS DAS
MICROALGAS E DA SOJA, CANOLA E PALMA

Scenedesmus
SP- SOJA CANOLA | PALMA
15 dias de cultivo
ACIDOS GRAXOS (efluente suino
diluido a 10%)
1 2 2 2
TEOR (%)
C4:0 0 0 0 0 0
C6:0 0 0 0 0 0
C8:0 0 0 0 0 0
C10:0 0 0 0 0 0
C12:0 0 0 0 0 0
C14:0 0 0 0 0 1,1
C15:0 0 0 0 0 0
C16:0 24,5 11,3 11,4 3,0 427
C17:0 0 0 0 0 0,1
C18:0 4.6 3,5 3,6 2,0 45
Cl4:1 0 0 0 0 0
C15:1 0 0 0 0 0
C16:1 3,7 0 0 0 0
C16:2 0 0 0 0 0
C17:1 0 0 0 0 0,1
C18:1n9c 454 22,4 25,2 . 39,4
C18:1n9t 0,4 0 0 : 0
C18:2n6t 0,9 0 0 99 g* 0
C18:2n6c 13,1 54,6 53,6 : 10,6
C18:3n3 6,8 8,1 6,2 16.0* 0,2
C18:3n6 0 0 0 : 0
C20:0 0 0 0 0 0,39
C20:1 0 0 0 0 0,2
C20:2 0,7 0 0 0 0
C20:3n3 0 0 0 0 0
C20:5 0 0 0 0 0
C21:0 0 0 0 0 0
C22:0 0 0 0 0 0,6
C22:1 0 0 0 0 0
C22:2 0 0 0 0 0
C22:6n3 0 0 0 0 0
C23:0 0 0 0 0 0
C24:0 0 0 0 0 0,1
C24:1 0 0 0 0 0,1

continua
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TABELA 16 — COMPARACAO DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS DAS
MICROALGAS E DA SOJA, CANOLA E PALMA.
continuacéo e conclusdo

Scenedesmus
SP- SOQJA CANOLA PALMA
15 dias de cultivo
ACIDOS GRAXOS (efluente suino
diluido a 10%)
1 2 2 2
TEOR (%)
Saturados (AGS) 29,1 14,8 15 5 49,5
Monoinsaturados
(AGMI) 49,5 22,5 25,2 57,0 39,7
Poli-insaturados
(AGPI) 21,4 62,7 59,8 38,0 10,8

FONTE: O autor (2013)
NOTA: 1) Ferrari et al. (2005)
2) Ramos et al. (2009)
* [sdmeros nédo informados pelos autores

A mistura de acidos graxos obtidas por saponificacdo da biomassa
Uumida, apos a analise da composicéao, foi submetida a esterificacdo enzimatica
na presenca de metanol para conversdo em ésteres metilicos. A cinética dessa
reacdo para as sinteses realizadas com duas preparacdes enzimaticas
distintas pode ser observada na FIGURA 24.

De acordo com os resultados obtidos péde se observar que ambas as
cepas fangicas utilizadas foram capazes de realizar a esterificacdo do 6leo das
microalgas. O fungo Aspergillus fumigatus atingiu uma conversdo de 98,73%
em 12 horas enquanto a espécie Penicillium sumatrense obteve converséo de
67,34% no mesmo periodo de tempo. Pode-se perceber que a preparacéo
enzimatica proveniente do cultivo com Aspergillus fumigatus apresenta grande
potencial de uso como catalisador para producdo de biodiesel, jA que em 6
horas apresenta conversdes préoximas de 90% e, assim sendo, futuros estudos
devem ser realizados para investigar essa possibilidade. Dessa forma, a partir
desses resultados, demonstra-se que os lipideos obtidos da biomassa Uumida
de microalgas cultivadas em meio formulado a partir de efluente suino
biodigerido sé@o passiveis de conversao a ésteres metilicos.

Destaca-se nessa tecnologia a utilizacdo de enzimas n&o comerciais, a

nao necessidade de aquecimento no processo de esterificacdo, o baixo gasto
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energético do processo e a rapida conversdo dos acidos graxos a ésteres

(mais de 90% em 6 horas).

100
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3 5 7 9 11 13
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FIGURA 24 — CONVERSAO DO OLEO DE MICROALGAS A BIODIESEL POR

ESTERIFICAGAO ENZIMATICA

FONTE: O autor (2013)

5.2.2 Biorremediacao do efluente suino

O uso de efluente suino biodigerido na formulacdo de meio de cultivo

permitiu a producdo mais eficiente de biomassa de microalgas com maior

produtividade de 6leo (46%) em comparacdo ao meio de cultivo sintético. Apds

a separacao da biomassa de microalgas no 15° dia, a composi¢cdo do meio de

cultivo residual em relacdo aos teores de nitrogénio e fosforo foi avaliada para

verificacdo da biorremediagéo proporcionada pelo processo como um todo. A

TABELA 17 mostra as quantidades originais e apés o cultivo das microalgas,

depois da separacdo da biomassa, ja obedecendo a diluicdo de 10%.
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TABELA 17 — REMOGAO DE NUTRIENTES DO RESIDUO SUINO APOS A SEPARACAO DA
BIOMASSA DE MICROALGAS

] REMOGCAO DE
QUANTIDADE APOS
NUTRIENTES QUANTIDADE INICIAL NUTRIENTES
O CULTIVO
(%)
Fosfato 743mgP.L" 0,06 mg P.L" 99,3
Nitrogénio total 260,65 mg NH; — N.L™" 7,53 mg NH; — N.L™ 97,1
Nitrogénio organico 41,86 mg.L™ 7,53 mg.L™” 82,0
Nitrogénio amoniacal | 218,79 mgNH;—N.L™ | <1,00 mg NH;—N.L™ 99,6

FONTE: O autor (2013)

Para todos os parametros analisados foram observados reducfes
significativas dos teores dos nutrientes (82 - 99,6%). As eficiéncias de remocé&o
dos nutrientes avaliados sdo condizentes com trabalho realizado por Wang et
al. (2010). Os autores realizaram experimentos com a microalga Chlorella sp.
em meios de cultivo alternativos confeccionados com efluente suino biodigerido
em diferentes diluicdes. Uma das diluicdes utilizadas foi 10% (mesma diluicdo
com os melhores resultados nesse trabalho). As remoc¢des de nitrogénio total,
nitrogénio amoniacal e fosfato relatadas foram da ordem de 82,5%; 100% e
70,1%, respectivamente. Outro estudo, realizado por Woertz et al. (2009), com
residuo proveniente da industria de laticinios diluidos a 10% e 25% com mix de
microalgas (dentre elas a Scenedesmus sp.) apresentou uma remocao de 96%
nitrogénio amoniacal e mais de 99% de fosfato. A aeracdo dos cultivos foi
realizada com uma mistura de ar atmosférico e CO, puro.

A maior taxa de reducdo dos nutrientes avaliados foi a de nitrogénio
amoniacal, alcancando quase 100% de remoc&do. Esse comportamento
também foi observado por diversos autores, independentemente do residuo e
espécie utilizados. A TABELA 18 faz um comparativo da remocao de nitrogénio

amoniacal de diferentes estudos.

TABELA 18 —- REMOCAO DE NITROGENIO AMONIACAL DE DIFERENTES TRABALHOS

% DE ESPECIE DE
AUTOR REMOCAO MICROALGA MEIO DE CULTIVO
Martinez et al. . Residuo municipal
- I
(2000) 80 -99 Scenedesmus obliquus autoclavado

Continua
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TABELA 18 — REMOCAO DE NITROGENIO AMONIACAL DE DIFERENTES TRABALHOS
continuagdo e concluséo

% DE ESPECIE DE
AUTOR REMOGAO MICROALGA MEIO DE CULTIVO
Lincoln, Wilkie e 99 Arthrouspira Efluente da industria de
French (1996) plantensis laticinio biodigerido
Green, Lundquist e . Residuo municipal sem pré-
99 Mix
Oswald (1995) tratamento
Woertz et al. (2009) 99 Mix Residuo municipal sem pre-
tratamento
Woertz et al. (2009) 96 Mix Efluente da indlstria de
laticinio biodigerido
Efluente da industria de
w l. (201 hlorell .
ang et al. (2010) 100 Chorella sp laticinio biodigerido
Presente estudo 99,6 Scenedesmus sp. Efluente suino biodigerido

FONTE: O autor (2013)
NOTA: Mix corresponde ao cultivo utilizando simultaneamente varias espécies de microalgas

Com base nos dados de remocdo de nutrientes apresentados no
presente trabalho, considera-se o cultivo de microalgas uma forma eficiente de
biorremediagdo. De acordo com a resolugio CONAMA n° 357/2005 a
quantidade final de nutrientes atingida permite a descarga do efluente do
cultivo apOs a separacao das microalgas no que diz respeito as quantidades de
nitrogénio amoniacal e fosfato total, desconsiderando os demais parametros
exigidos por essa resolucdo. Os limites exigidos para langcamento em corpos
hidricos de agua doce classe 3 sdo de 0,05 mg P.L™ para fosfato total e 1,0 a
13,3 mg N.L? para nitrogénio amoniacal. A agua doce classe 3 pode ser
destinada ao consumo humano desde que tratada pelos métodos
convencionais ou avancados, irrigacdo de algumas espécies vegetais, pesca
amadora, recreacdo de contato secundario e dessedentacdo de animais. Os
limites de nitrogénio total e organico ndo constam na resolucio CONAMA n°
357/2005.

Vale ressaltar que a tecnologia da remocao de nutrientes de aguas
residuais por microalgas € também eficiente para diminuicdo de DBO e DQO.
Em experimento semelhante realizado no NPDEAS com residuo proveniente

de bovinocultura diluido a 30% em &gua destilada obteve-se reducéo de 22,4%
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da DBO daquele residuo (78,2mg.L* a 60,7 mg.L") e 53,6% da DQO
(489,5 mg.Lt a2 227,12 mg.L D).
A FIGURA 25 mostra um fluxograma das atividades, cultivos e

resultados dos experimentos realizados em reator airlift.

FIGURA 25 — ATIVIDADES E EXPERIMENTOS EM REATOR AIRLFIT
EXPERIMENTOS EM REATOR AIRLIFT

SUINOCULTURA

QuimIcAs
SALA DE CULTIVO | l l l
DE MICROALGAS
CHU 10%
RESIDUO
BRUTO
INOCULO i U
o BIODIGESTOR
; ¥
: 10% @ LAGOA DE
ESTABILIZAGAO
E EFLUENTE
BIODIGERIDO
DESCARTE __ 3  EFLUENTE BIOMASSA ——» ACIDOS GRAXOS —2—» BIODIESEL
ADEQUADO LiQuibo UMIDA

ISAPONIFICACAO / 2ESTERIFICAGAO ENZIMATICA / 3BIORREMEDIAGAO (CONAMA ne 357 — 2005)
FONTE: O autor (2013)
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6 CONCLUSOES

A utilizacdo de matérias-primas tradicionais para producédo do biodiesel
pode impactar negativamente no mercado de alimentos. Nesse contexto, o
cultivo de microalgas se apresenta como uma das vertentes promissoras. O
cultivo desses micro-organismos apresenta vantagens significativas para a
producéo do biodiesel. Porém, baixar o custo dos meios de cultivo, assim como
de todos os processos envolvidos em sua producdo é algo de fundamental
relevancia.

Neste trabalho, ficou demonstrado a producdo de biomassa de
microalgas através da substituicdo dos componentes quimicos de meio de
cultivo sintético por efluentes da suinocultura biodigeridos. Os melhores
resultados em relacdo a densidade celular, biomassa seca e andlise de
absorbancia foram atingidos pela formulacdo de meio de cultivo alternativo por
diluicdo do residuo suino a 10% em &gua destilada. A densidade celular
atingida ao 15° dia de cultivo foi de 5199 + 458 x10* cél.mL™, 70% a mais que
0 meio de cultivo sintético. Além disso, o ganho de biomassa com efluente
sufno foi de 1,4 g.L !, 40% superior a condicdo padrdo. J& a producdo de
lipideos correspondeu & 360 mg.L™, 46% maior quando comparados ao meio
de cultivo controle. O melhor resultado da sintese de ésteres, realizada por
esterificacdo enzimatica com lipases fungicas, apresentou taxa de conversao
de acidos graxos a ésteres de 98,73% em 12 horas.

Com a realizagdo dos cultivos e o crescimento das microalgas,
comprovou-se a eficiéncia que esses micro-organismos possuem para
biorremediacdo do efluente suino. Houve uma diminuicdo média de 94,5% de
nitrogénio amoniacal, nitrogénio organico e nitrogénio total. A agua residual
apo0s a separacdo das microalgas do meio de cultivo apresentou niveis
adequados dos nutrientes considerados para descarte, de acordo com a
resolucdo CONAMA n. 357/2005.
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6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apresentam-se as seguintes sugestdes para a continuacdo deste

trabalho:

1. Estudos de formulacbes de meio de cultivo com residuo suino
biodigerido diluido a taxas intermediarias entre 10% e 30% para

incremento da producdo de biomassa.

2. Escalonamento a produ¢cdo em massa, cultivando microalgas em
efluente suino biodigerido nos fotobiorreatores de 10 m3 do NPDEAS e

produzindo biodiesel em escala industrial.

3. Andlise e exploracao de outros compostos de interesse, como pigmentos

e proteinas das microalgas produzidas em residuo suino.

4. Andlise do potencial biorremediador das microalgas com relacdo a
outros compostos quimicos, como metais pesados e poluentes de

interesse.

5. Investigagdo da tolerdncia das microalgas frente a residuos diversos
oriundos de atividade agroindustrial.

6. Avaliar a diminuicdo da DBO e DQO do residuo suino apés o cultivo de

microalgas.
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Continuagdo do Certificado de Andlise n°: 138431 02/02

COMPOSICAQ PERCENTUAL EM ACIDOS GRAXOS

Acidos Graxos: Unidade medida Resultado
C4:0 — Butirico 2/100 g 0,00
C6:0 — Caproéico g/100 g 0,00
C8:0 — Caprilico g/100 g 0,00
C10:0 — Céprico g/100 g 0,00
C11:0 — Undecanoic g/100 g 0,00
C12:0 — Laurico g/100 g 0,00
C13:0 — Tridecanoic g/100 g 0,00
C14:0 — Meristico g/100 g 0,00
C15:0 — Pentadecanoico g/100 g 0,00
C16:0 — Palmitico g/100 g 24,50
C17:0 — Heptadecanoic g/100 g 0,00
C18:0 — Estedrico 2/100 g 4,62
Cl14:1 — Meristoleico g/100 g 0,00
C15:1 — Pentadecanoico g/100 g 0,00
C16:1 — Palmitoleico g/100 g 3,66
C17:1 — Heptadecanoic g/100 g 0,00
C18:1n9¢c — Oleico g/100 g 45,42
C18:1n-29 — Elaidico g/100 g 0,43
C18:2n6t — Linoleico g/100 g 0,89
C18:2n6¢ — Linoleico g/100 g 13,08
C18:3n3 — Linolénico g/100 g 6,76
C18:3n6 — Linolénico g/100 g 0,00
C20:0 — Araquidico g/100 g 0,00
C20:2 — Eicosadienoic 2/100 g 0,67
C20:3n6 — Eicosatrienoic 2/100 g 0,00
C20:3n3 — Eicosatrienoic 2/100 g 0,00
C20:4n6 — Arachidonico g/100 g 0,00
C20:5n3 — Eicosapentaenoico g/100 g 0,00
C20:1 — Eicoseinoico g/100 g 0,00
C21:0 — Heneicosanoic g/100 g 0,00
C22:0 — Behénico g/100 g 0,00
C22:1n9 — Erucico g/100 g 0,00
C22:2 — Docosadienoico /100 g 0,00
C22:6n3 — Docosahexadienoico g/100 g 0,00
C23:0 — Tricosanoico g/100 g 0,00
C24:0 — Lingnocérico g/100 g 0,00
C24:1 — Nervonico £ g/100 g 0,00
Néo identificados g/100 g 0,00
Outros g/100 g 0,00

Dados do ensaio:
Inicio: 17/06/13  Término: 24/06/13

/K

Curitiba, 24 de junho de 2013

OBSERVACAO: - A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO AAMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA.

+AS INFORMACOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENCIAIS E PERTENCENTES AO SOLICITANTE

+ £ PERMITIDA A REPRODUGAQ, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMA ALTERAGAO.

CRF - 5891

N
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

SETOR DE TECNOLOGIA

CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS
CENTRO POLITECNICO - PREDIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALA PPO1

CX. F.19.083 - FONES: {41) 3366-3665 / 3361-3195 - FAX: (41) 3266-1647
e-mall: cappa@ulpr.br - www.ceppa.ufpebr - CEP 81531-990 - CURITIBA - PARANA I TG SARATIND OLRALIDAD P ]
! . &
| CERTIFICADO DE ANALISE 1335927
PRODUTO: AMOSTRA DEJETO ' xji
FABRICANTE/PRODUTOR: ---x--- ]
SOLICITANTE: DHYOGO MILEO TAHER =3
ENDERECO: RUA JOAO SCUISSIATO, 88 — CURITIBA/PR %
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 80 —29/01/13 =1
AMOSTRA: 0301/13 =
Informagdes da amostra :z
Data da coleta: 28/01/13 Hora da coleta: 12h Responsivel pela coleta:  solicitante i
O CEPPA n#io se responsabiliza pela coleta realizada pelo solicitante.
RESULTADOS
PARAMETRO FiSICO-QUIMICO

Unidade de medida Resultado 2 |

(yFosfato mg P/L 74,32
2y Nitrato mg NO; - N/L 0,56 52
@) Nitrito mg NO, - N/L 0,16 %
) Nitrogénio Kjeldahl Total mg NH;- N/L 2.606,47
1 (# Nitrogénio Orgénico mg/L 418,59 =
5 ¢s) Nitrogénio Amoniacal mg NH;- N/L 2.187.88 =
" REFERENCIAS =

= l 1- STANNOUS CHLORIDE method. In: STANDARD methods for the examination of water and wastewater, 21" ed. Washington: APHA; AWWA; WEF, 2005. p. 4:152-153
(Method 4500-P D).

t 2- CADMIUM Reduction Method. In: STANDARD methods for the examination of water and wastewater. 21" ed. Washington: APHA; AWWA; WEF, 2005, p. 4-123-125
2 (Method 4500-NOy™ E).
3- COLORIMETRIC Mothod. In: STANDARD methods for the examination of water and 21" cd. Washi APHA; AWWA; WEF, 2005.p. 4:118-119
(Medhod 4500-NO; B),
4- MACRO-KJELDAHL method. In- STANDARD methods for the examination of water and wastewater. 21 ed. Washington: APHA; AWWA:; WEF, 2005. p4:131-132
(Method 4500-N,,, B).

T

5- PRELIMINARY Digtillation Step. In: STANDARD methods for the examination of water and wastewater. 21" ed Washington: APHA; AWWA; WEF, 2005. p. 4-109- s
110 (Method 4500-NH; B). TITRIMETRIC Method. In: STANDARD methods for the examination of water and . 21" ed. Washingron: APHA; AWWA; WEF, =
2005. p. 4-110-111 (Method 4500-NH, ). =
Dades do ensaio: - E
Inicio: 29/01/13 Término: 08/02/13 . =]
Exccutoras: Maria Judite Dzuman ¢ Valdirence Bario. »
I
Ll
=

-
A

/K

Curitiba, 08 de Fevereiro de 2013 T—) =
MitianReikdal Medeiros L 2
C

e me“l'aveira Cangussa =i
Gerente Técnica adora do Laboratério (substitujd)
CRQ 09200830 — 9" regiido CRQ 09200768 — 9 regido

* AS INFORMACOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENCIAIS E PERTENCENTES AQ SOLICITANTE.

OBSERVAGAQ: +APRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO A AMOSTRA RECEBIDA PELD CEPPA. l
« £ PERMITIDA A REPRODUGAO, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMA ALTERAGAO. |
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

SETOR DE TECNOLOGIA @
CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS
CENTRO POLITECNICO - PREDIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALA PPO! Surph

CX. P 19.083 - FONES: (41) 3366-3668 / 3361-3195 - FAX: (41) 3266-1647 =
e-mail: cappa@ufpr.br - www.ceppa.ufpr.br - CEP 81531-890 - CURITIBA - PARANA I A CARANRSO QLIS I *'
5 CERTIFICADO DE ANALISE 1.3 6926 =
'1 PRODUTO: AMOSTRA SN
FABRICANTE/PRODUTOR: = 3
SOLICITANTE: DHYOGO MILEO TAHER
ENDERECO: RUA JOAO SCUISSIATO, 88 — CURITIBA/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 80 —29/01/13 ;5
AMOSTRA: 0300/13 &
Informacoes da amostra ,—,:;’
B Data da coleta: 28/01/13 Hora da coleta: 12h Responsavel pela coleta:  solicitante =i
O CEPPA nio s¢ responsabiliza pela coleta realizada pelo solicitante. L_‘
|-
RESULTADOS =3
PARAMETRO FiSICO-QUIMICO 5
Unidade de medida Resultado
= ) Fosfato mg P/L 0,05
= ) Nitrato mg NO; - N/L 21,79
' & Nitrito mg NO, - N/L 1,12
@ Nitrogénio Kjeldahl Total mg NH; - N/L 7,53
@ Nitrogénio Orgénico mg/L 7,53
(5) Nitrogénio Amoniacal mg NH;- N/L < 1,00
REFERENCIAS
1- STANNOUS CHLORIDE methed. In: STANDARD methods for the examination of water and - 21" ed. Washi g APHA; AWWA; WEF, 2005. p. 4:152-153 =t
{Method 4500-P D). =
2. CADMIUM Reduction Method. In: STANDARD methods for the examination of water and wastewater. 21% ed. Washington: APHA; AWWA, WEF, 2005. p. 4-123-12 o
(Method 4500-NOy' E). =
3- COLORIMETRIC Method, In: STANDARD methods for the examisation of water and 21" cd. Washingion: APHA, AWWA; WEF, 2005.p. 4:118-119 =
{Method 4500-NO’ B).
4- MACRO-KJELDAHL method. In: STANDARD methods for the examination of water and . 21% ed. Washington: APHA; AWWA; WEE, 2005, p4:131-132 #s
(Mcthod 4500-N,., B}. =
5. PRELIMINARY Distillation Step. In: STANDARD methods for the cxamination of watcr and 21" ed. Washi APHA; AWWA; WEF, 2005. p. 4-109- £
110 {Method 4500-NH, B). TITRIMETRIC Method. In: STANDARD methods for the examination of water and wastewster. 21% ed. Washington: APHA. AWWA: WEF, =
2003, p. 4-110-111 {Method 4S00-NH; C). =
Dados do ensaio: ==‘
Inicio: 20/01/13  Término: 08A02/13 . =
ot Executoras: Maria Judite Dzuman e Valdirene Bario. = i
\4
Curitiba, 08 de Fevereiro de 2013
i
2 ¢ o
.3(,(_90 = ]
‘ Miﬁacn?hm;i‘m cruté Taveira Cangussﬁzs
| ente Técnica enadora do Laboratério (substifuta) 2%
|

\

CRQ 09200830 — 9" regido \\) CRQ 09200768 — 9" regidio

OBSERVAGAO: - APRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO AAMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA,
+AS INFORMACOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAQ CONFIDENCIAIS E PERTENCENTES AO SOLICITANTE
+ £ PERMITIDAA REPRODUGAO, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMA ALTERAGAQ.

£
-
|




