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RESUMO

As microalgas verdes pertencentes a divisdo Chlorophyta tem sido ampla-
mente estudadas, visto o seu potencial de aproveitamento biotecnoldgico.
Apresentam vantagens em relagado a culturas tradicionais, pois ndo requerem
grandes areas de cultivo ou terras agricultaveis, podem crescer em ambientes
extremos e possuem poucas exigéncias nutricionais para o seu crescimento.
Assim, o uso das microalgas tem despertado o interesse da industria de
alimentos, de energia e farmacéutica como fonte de bioprodutos. O presente
estudo foi realizado a fim de caracterizar a biomassa de duas cepas de
microalgas depositadas na colegdo de micro-organismos e microalgas aplicados
a agronergia e biorrefinarias da Embrapa: Micractinium sp. (Embrapa|LBA32) e
Chlamydomonas biconvexa (Embrapa|LBA40). Esses micro-organismos foram
cultivados em fotobiorreatores de geometria placa plana e agitagdo air lilft com
injecdo de CO, em meio de cultivo a base de vinhaga de cana-de-agucar
formulado com vinhagca em duas formulagées distintas: vinhaca diluida em agua
destilada a 50% (V50%) e vinhaca clarificada quimicamente n&o diluida
(VC100%). Como controle foi realizado cultivo em meio sintético padrao, Bold’s
Basal Medium (BBM). Fez-se a caracterizagdo quimica das biomassas, por
meio da quantificagcdo de sdlidos totais, cinzas, amido, carboidratos totais,
proteina bruta, clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides totais, ésteres
metilicos, analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio e poder
calorifico superior. Também foi realizada analise do perfil de carotenoides. Os
resultados obtidos indicaram que as microalgas empregadas nesse trabalho
sao compostas majoritariamente de proteinas e carboidratos. Para ambas as
cepas pb6de-se observar aumento na produtividade de biomassa e no teor de
proteinas nos cultivos em meio a base de vinhaca em relagdo ao meio
padrdo BBM. Por outro lado, houve decréscimo nos teores de carboidratos
nestas mesmas condi¢gdes. A caracterizacdo da composicao da biomassa das
microalgas cultivadas em vinhaca apresentada neste estudo indicou que
ha potencial de aproveitamento de biomassa para producido de alimentos,
energia elétrica e/ou bioetanol. Estudos futuros deverdao objetivar o
escalonamento do cultivo, a conversdo da biomassa algal em energia e a
sua toxicidade para alimentos.

Palavras-chave: Fotobiorreatores em placas planas; Bioprodutos;
Composigao centesimal e Microalgas.



ABSTRACT

The green microalgae belonging to Chlorophyta division has been extensively
studied, since the potential of biotechnological exploitation. They have
advantages over traditional cultures as it does not require large areas of
cultivation or agricultural land, can grow in extreme environments and have
few nutritional requirements for growth. Thus, the use of microalgae has
aroused the interest of the food industry, energy and pharmaceutical
industries as a source of bio-products. This study was conducted in order
to characterize the biomass of two microalgae strains deposited in the
collection of microorganisms and microalgae applied to Agroenergy and
biorefineries Embrapa: Micractinium sp. (Embrapa | LBA32) and
Chlamydomonas convexa (Embrapa | LBA40).These microorganisms were
cultivated in photobioreactors flat plate geometry and stirring air lilft CO
injection in culture medium vinasse base sugarcane formulated with
vinasse in two different formulations: dilute vinasse in distilled water 50%
(V50%) and clarified vinasse chemically undiluted (VC100%). The control
was carried out cultivation in standard synthetic media, Bold's Basal
Medium (BBM).There was chemical characterization of biomasses, by
quantification of total solids, ash, starch, structural carbohydrates, protein,
chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, total carotenoids, methyl
esters, elemental analysis of carbon, hydrogen and nitrogen and gross
calorific value. It was also carried out analysis of the carotenoid profile.The
results indicate that the microalgae used in this work are composed mostly
of protein and carbohydrates. For both strains it was observed increase in
biomass productivity and protein content in crops amid vinasse base in
relation to the standard medium BBM. Moreover, there was a decrease in
total carbohydrate in these same conditions. The characterization of the
composition of the biomass of microalgae grown in vinasse presented in
this study indicates that there is potential for biomass use for food
production, electricity and/or bioethanol. Future studies should aim at
scaling cultivation, conversion of algal biomass into energy and its toxicity
for food.

Key-words: Photobioreactors in flat plates; Bioproducts; Centesimal composition
and Microalgae.
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1 INTRODUGCAO

Nos ultimos anos questdes ambientais atreladas a fatores
econdmicos tém sido amplamente discutidas, visto a crescente demanda
por novas fontes de energia renovavel e novos quimicos/materiais para
diversos segmentos industriais. Nesse contexto, a produgcado de biomassa
de microalgas tem sido demonstrada com uma alternativa para atender a
demanda energética e de bioprodutos, visto que apresenta maior
produtividade e sustentabilidade se comparada com culturas tradicionais.

As algas pertencem a base da cadeia trofica do ecossistema
aquatico, sendo designadas como produtores primarios de energia. Devido
seu aparato fotossintético conseguem metabolizar por meio de luz, CO-
atmosférico e agua, compostos necessarios para o seu crescimento e
manutengdo. Dessa forma esses micro-organismos tem grande relevancia
para garantir a sustentabilidade do meio ambiente.

Por possuirem habilidade para converter o CO2 em biomassa durante
a sua atividade fotossintética, podem ser empregadas para mitigar as
emissbes de gases industriais e assim, contribuir para redugdo do
aquecimento global. Em instalagdes industriais, como usinas e caldeiras, a
concentracao de didéxido de carbono nos gases emitidos pode atingir
aproximadamente 15% (ZHAOA et al.,, 2011; SALIH, 2011). Deve-se
salientar como beneficios, além da remocdo de diéxido de carbono do
ecossistema, que o cultivo de microalgas nao depende de terras utilizadas pela
agricultura para producao de géneros alimenticios; que as microalgas
possuem altas taxas de crescimento e que podem se desenvolver em
condigbes ambientais variaveis (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; POKOO-
AIKINS et al., 2010).

Dependendo do processo de cultivo utilizado as algas podem
apresentar metabolismo fotoautotréfico, heterotrofico, mixotrofico e
fotoheterotréfico. Devido a essa ampla capacidade metabdlica, esses micro-

organismos, possuem versatilidade para produzir insumos alimentares, ragao



animal, nutracéuticos e medicamentos (TRENTACOSTE; MARTINEZ; ZENK,
2015).

O crescimento das microalgas depende da disponibilidade de nitrogénio
e macronutrientes como fosforo e potassio. Tais minerais sdo abundantes
em efluentes industriais e municipais. Assim, é possivel cultivar microalgas
em aguas residuais ao mesmo tempo em que se proporciona a redugao da
carga organica de forma a minimizar os impactos ambientais além de diminuir
custos com insumos para a elaboracdo do meio de cultivo.

A industria sucroenergética brasileira possui potencial para a
implantacédo do cultivo de microalgas por meio do aproveitamento de passiveis
como vinhaga e CO; provenientes das usinas. Assim, o reaproveitamento de
residuos desse setor consite em uma alternativa de baixo custo para a
producado de biomassa algal, visto os elevados custos do meio de cultivo. A
vinhaca € um subproduto da fermentacéo alcodlica, também conhecida como
vinho ou vilhoto. Tal efluente tem sido utilizado principamente para a
fertirrigacdo do solo. No entanto, sabe-se que o uso prolongado, pode causar
danos ao solo. Por isso, a vinhaca pode ser melhor destinada, se empregada
para a producao em larga escala de biomassa de microalgas. O COy,
também um residuo gerado durante a fermentagcéo alcodlica e a queima do
bagag¢o da cana-de-agucar, consiste em um gas de efeito estufa. Devido a
preocupacao com sustentabilidade, as industrias tem sido pressionadas a
utilizar mecanismos para a minimizagdo dos impactos ocasionados pela
atividade produtiva.

Sendo assim, a motivacdo para o desenvolvimento desse trabalho
consistiu em caracterizar a biomassa de microalgas cultivadas em efluente
agroindustrial, a vinhaga com suplementacdo de dioxido de carbono,
visando assim, obter melhor aproveitamento desse passivo ambiental e
verificar o potencial de aplicagcao biotecnoldgica das cepas estudadas em

um conceito de biorrefinarias de microalgas.



2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar duas cepas de microalgas, denominadas de
Embrapa|lLBA32 e EmbrapalLBA40, pertencentes as éspecies
Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa respectivamente, cultivadas
em fotobiorreatores em placas planas com duas formulagdes de meio de
cultivo contendo vinhacga: vinhaca diluida a 50% e vinhaca clarificada

quimicamente.

2.1 Objetivos Especificos

-Comparar as produtividades de carboidratos totais, amido, proteina
bruta, carotenoides totais, clorofila total e ésteres metilicos de acidos

graxos, nas duas espécies de microalgas em meio a base de vinhaga;

- Determinar o teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e o poder calorifico

superior presentes nas cepas em diferentes meios de cultivo;

- ldentificar os carotenoides presentes na biomassa de Micractinium sp. e

Chlamydomonas biconvexa.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microalgas: Aspectos gerais

As algas estdo presentes em ambientes aquaticos, marinhos e
continentais, possuem a habilidade de crescer em agua salobra e doce
ou em ambientes terrestres umidos. Possuem grande tolerancia a
variacbes de temperatura, radiacao, turbidez, dioéxido de carbono e
concentragcao de oxigénio (ANDRADE et al., 2014).

O termo “microalga” refere-se a microrganismos de dois grupos:
procariontes e eucariontes. As microalgas procariontes sdo conhecidas como
cianobactérias, ciandfitas, algas azuis ou cloroxibactérias. Ja as clordfitas ou
algas verdes sao micro-organismos eucariontes e se diferenciam pela
presenca de nucleo e organelas envolvidas por membranas. Do ponto de
vista, filogenético apresentam ampla diversidade, pois ndo descendem de
um unico ancestral (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000; BARSANTI et al., 2008).

A estrutura vegetativa principal das microalgas € chamada de talo que
possui entre 0,2 um a 2,0 um. Apresentam variada morfologia podendo ser
encontradas nas formas unicelular, colonial, cenobial, filamentoso e sifonoso
(BARSANTI; GUALTIERI, 2006). Quanto a reprodugao, podem ocorrer de forma
sexuada e/ ou assexuada (LOURENCO, 2006).

As algas pertencentes a divisdo Chlorophyta, podem ser encontradas
em quase todos os ambientes umidos (REVIERS, 2010). Microalgas desse
grupo possuem celulas com coloragao verde, o que pode ser atribuido a
presenca de plastidios contendo pigmentos fotossintetizantes como clorofila a
e clorofila b e apresentam como produto de reserva amido (ANDRADE et al.,
2014a).

Em comparagdo com outras culturas, como as oleaginosas, as
microalgas tém uma série de vantagens potenciais incluindo a alta
produtividade por area e ciclo de crescimento rapido, a utilizagédo de terras
nao cultivaveis e uma variedade de fontes de agua para o cultivo, como
por exemplo: aguas de ambiente marinho, doce e aguas residuais (WU et al.,
2012). Na Figura 1pode ser visualizado um exemplo de ultraestutura de uma

microalga verde.



Figura 1 — Ultraestrutura celular de microalgas da divisdo Chlorophyta.
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Fonte: Pignolet et al. (2013).

3.1.1 Metabolismo

As microalgas possuem uma notavel variabilidade metabdlica quanto a
utilizacdo de fontes de energia e carbono, algumas cepas sdao capazes de
alterar o metabolismo conforme as condicdes ambientais estabelecidas.
Dessa forma podem ser classificadas em quatro grupos de acordo com a
obtencdo de energia e carbono: fotoautotrofico, heterotrofico, mixotréfico e
fotoheterotrofico (YANG; HUA; SHIMIZU, 2000; CHOJNACKA; MARQUEZ- ROCHA,
2004; SCOPARO, 2010).

O mecanismo fotoautotréfico ocorre quando as microalgas utilizam luz
como fonte de energia e carbono inorganico e COz2 para sintese de energia
quimica, por meio da fotossintese (HUANG et al., 2010). Algumas espécies
de microalgas além de crescerem sob condi¢gbes fotoautotréficas podem
também utilizar carbono organico em ambientes com pouca luz. Quando a
microalga utiliza carbono organico tanto como fonte de energia quanto
como fonte de carbono, denomina-se cultivo heterotrofico (CHOJNACKA;
MARQUEZ-ROCHA, 2004).



No cultivo mixotrofico, as microalgas realizam fotossintese e também
conseguem assimilar, concomitantemente, compostos organicos como fonte
de carbono para o crescimento. Isto significa que as microalgas sao capazes
de sobreviver em circunstancias tanto fotoautréficas ou heterotroficas ou
ambas (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Quando as microalgas requerem luz e utilizam compostos organicos
como fonte de carbono o cultivo é chamado de fotoherotréfico. A principal
diferenga entre cultivo mixotréfico e fotoheterotréfico consiste que o ultimo
necessita de luz como fonte de energia, enquanto o cultivo mixotréfico pode,
alternativamente, utilizar compostos organicos para esse propésito na
auséncia de luz. Dessa forma, o cultivo fotoherotréfico necessita de agucares e
luz ao mesmo tempo (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).

O cultivo em condi¢gdes mixotréficas tem sido demonstrado como uma
opgao versatil, pois utiliza como fonte de energia a luz e compostos
organicos e, como fonte de carbono, compostos inorganicos e
organicos.Pesquisas tém demonstrado que o0s compostos organicos
dissolvidos em aguas residuais como glicose, acidos graxos de cadeia curta
propiciam o crescimento de microalgas mixotréficas (ZHANG et al., 2014).
Portanto, podem ser utilizados como fonte de nutrientes para o cultivo,
efluentes agroindustriais como, por exemplo, a vinhaga, proveniente da
industria sucroalcooleira. Tal uso reduz os custos do processo e também
contribui para a redugdo da carga orgéanica presente no corpo d’ agua, por isso
pode apresentar-se como uma possibilidade economicamente sustentavel
para a geragdo em larga escala de quimicos a partir de microalgas
(TELES et al., 2015).

3.1.2 Sistema de cultivo

A utilizacdo de tanques abertos para o cultivo de microalgas é o método
mais usual. Lagoas abertas possuem diferentes formatos, cada uma tendo
certas vantagens e desvantagens. Atualmente tem sido amplamente
usadas lagoas do tipo pista de corrida conhecida como raceway que sao
lagoas de grande extensdo e pouca profundidade, assim como, tanques
circulares e lagoas fechadas (MASOJIDEK et al., 2008).



Para produgcao de produtos de maior valor agregado fotobiorreatores
fechados sdo mais promissores, pois o sistema fechado reduz os riscos de
contaminacéo além de exigir menor area de cultivo, minimiza perdas de CO2,
possui facil adaptacdo para varias espécies e pode proporcionar alta
densidade de biomassa (PULZ, 2001; RICHMOND, 2000). Os fotobiorreatores
por possuirem como vantagem menor area ocupada, nao compete com
terras agricultaveis, dessa forma, nao ha disputa pelo uso de areas para a
producdo de alimentos (SUALI; SARBATLY, 2012).

Logo, o cultivo de cepas de microalgas em sistemas fechados, sob
condicdes determinadas, permite o uso de biomassa para outras aplicacgoes,
como para producgao de alimentos (HEMPEL; PETRICK; BEHRENDT, 2012).

Na Figura 2 tem-se a ilustracdo de uma lagoa aberta e de um
fotobiorreator.

Figura 2 — Sistema de cultivos de microalgas em lagoas abertas tipo raceway
(a) e fotobiorreatores fechados de geometria em placas planas (b).

Fonte: La Monica (2008) e Santana (2016).

3.2 Biorrefinarias

O termo biorrefinaria pode ser definido como um processamento
sustentavel em uma planta industrial que integra etapas de conversao da
biomassa para producdo de combustiveis, produtos quimicos de alto valor
agregado e energia (REE; VANNEVELINK, 2007). Isto poderia ser feito por
meio do uso de varias tecnologias de uma forma rentavel e ambientalmente
sustentavel. O conceito nao é novo, no entanto, ele contribui para tornar a

producéo de biocombustiveis economicamente viaveis (GOUVEIA, 2011).



De acordo com Nogueira et al. (2008) e Cherubini (2010), compreende
um complexo integrado de processos e maquinario capaz de produzir
diferentes produtos (combustiveis de transporte, quimicos e energia) com
base em diferentes biomassas.

O avanco em longo prazo em pesquisas na area de biocombustiveis
resultou em quatro classificagdes quanto ao tipo de biomassa (DEMIRBAS,
2011), a saber: i) Biocombustiveis de primeira geracao, baseados em culturas
agricolas alimenticias, como milho, soja e cana-de-agucar; ii) Segunda
geracao, elaborados a partir de biomassa celulésica, culturas néao
alimentares e residuos agricolas (HARUN et al., 2014); iii) Na terceira
geragao utilizam como fonte de biomassa algas, conhecido de forma genérica
como combustivel de algas; iv) Pertencem a quarta geragdo os
biocombustiveis que aplicam técnicas da engenharia genética e engenharia
bioquimica como forma de otimizar a eficiéncia produtiva de micro-organismos
(HARUN et al., 2014).

Os custos de producao de energia a base de microalgas ainda sdao mais
elevados do que dos tradicionais combustiveis fosseis, isso se deve pela
limitacdo do uso de recursos hidricos suplementados com elementos
essenciais para o crescimento de microalgas como: nitrogénio, fosforo e
potassio o que constitui um grande obstaculo para a reducdo de custos
(BEHZADI; FARID, 2007; KOMOLAFE et al., 2014).

Entretanto, foi demonstrado que o processo produtivo de
biocombustiveis de algas feitos com insumos comprados seria superior a US$
400/barril, mas a integracdo de infra-estrutura e uso de aguas residuais
provenientes das proéprias usinas poderiam reduzir os custos liquidos da
producdo de biocombustiveis para menos de US$ 30/barril. (LUNDQUIST et
al., 2010).

Dessa forma, o cultivo de microalgas acoplado ao aproveitamento
de aguas residuais pode ser ressaltado como uma alternativa

promissora e por isso esses micro-organismos tém atraido consideravel.
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atengdo recentemente como uma fonte de matéria-prima energética
(BRENNAN; OWENDE, 2010; FENTON; OHUALLACHAIN, 2012). Na Figura 3

esta apresentado o esquema de uma biorrefinaria de microalgas.

Figura 3 — Esquema geral do conceito de biorrefinaria de algas.
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Fonte: Adaptado de Markou e Nerantzis, (2013).

Para aproveitar melhor a potencial sinergia entre o aproveitamento de
aguas residuais e a produgdo de biocombustiveis de algas, é necessario
que as cepas de algas tenham maior crescimento em condi¢gdes mixotroficas,
porque aguas residuais geralmente contém quantidades significativas de
matéria organica. Além disso, algas que crescem bem em condi¢gdes de pouca
luz também sao vantajosas para o cultivo em aguas residuais, as quais
geralmente apresentam maior turbidez reduzindo a penetragdo da luz (ZHOU
et al., 2015). A integragcdo da producdo de biomassa de algas com
tratamento de aguas residuais é hoje reconhecida como a solugdo mais

provavel para apoiar economicamente esta industria (OLGUIN, 2012).

3.3 Industrias Sucroenergéticas

O setor de acucar e alcool é de suma importancia em funcédo das
grandes areas cultivadas e do processo de expansdo da demanda por
biocombustiveis no pais e no mundo. Dadas as caracteristicas naturais de

seu territorio, bem como a larga experiéncia agricola e industrial no setor
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sucroenergético, o Brasil apresenta condigcbes bastante favoraveis para se
manter como um dos lideres mundiais na produgédo de etanol (BNDES,
2014).

O Brasil devera produzir na safra de 2015/2016, 655,16 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar em cerca de 8,95 milhdes de hectares. A
projecdo € que a producao do pais tenha um incremento de 3,2% em
relacdo a safra passada que s6 ndo € maior em razao da pequena reducgao
de area plantada no pais e a queda na produtividade nos canaviais de Sao
Paulo, maior estado produtor devido um impacto hidrico da safra passada
(CONAB, 2015).

A area cultivada no Brasil com cana-de-acucar que devera ser colhida
e destinada a atividade sucroalcooleira na safra 2015/16 é de 8.954,8 mil
hectares. Sao Paulo, maior produtor, possui 51,8% (4.648,2 mil hectares),
seguido por Goias com 10,1% (908 mil hectares), Minas Gerais com 8%
(715,3 mil hectares), Mato Grosso do Sul com 8% (713,7 mil hectares),
Parana com 6,8% (613,4 mil hectares), Alagoas com 4,2% (380,3 mil
hectares), Pernambuco com 3,1% (273,4 mil hectares) e Mato Grosso com
2,6% (230,3 mil hectares).

Estes oito estados sdo responsaveis por 94,7% da producédo
nacional. Na Figura 4 pode-se observar o mapa da localizagdo da producao de
cana-de-agucar no Brasil (CONAB, 2015).
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Figura 4 - Localizagdo das zonas produtoras de cana-de-agucar no
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Fonte: NIPE-Unicamp, IBGE e CTC

A producgédo de etanol total consolidou-se em 28,66 bilhdes de litros
na safra 2014/15 e esta estimada em 28,52 bilhées de litros para safra
2015/16, uma reducgao de 139,69 milhdes de litros, ou 0,5% (CONAB, 2015).

3.3.1 Vinhaca

A vinhaga, também denominada restilo ou vinhoto trata-se de uma agua
residuaria resultante do processo produtivo do etanol, gerada durante a
etapa de destilagdo da mistura alcodlica derivado da fermentacdo. Trata-se
de um efluente que apresenta elevada concentragdo de matéria organica,
concentragbdes significativas de macro e micronutrientes, bem como
caracteristicas acidas e corrosivas (GARCIA; FUESS, 2012).
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De acordo com Menezes (1980), BNDES e CGEE (2008) a partir de
uma tonelada de cana-de-acgucar sao produzidos aproximadamente 70 a 90
litros de etanol, acarretando a geracdo de 800 a 1.000 litros de vinhaca.
Estima-se que para cada litro de etanol sdo produzidos entre dez e dezoito
litros de vinhaga (ROSSETTO; SANTIAGO, 2015).

A vinhaca tem sido amplamente usada para a fertirrigagcédo de
canaviais, entretanto, essa pratica tem sido associada com a depreciacao
das caracteristicas de fertilidade do solo no médio/longo prazo (CABELLO;
SCOGNAMIGLIO; TERAN, 2009). Além disso por apresentarem nutrientes
sob a forma de nitrogénio e fésforo, os efluentes de destilarias podem
ocasionar a eutrofizagcdo dos corpos d’ agua (MOHANA et al., 2009;
SATYAWALI; BALAKRISHNAN, 2008).

3.3.2 Dio6xido de carbono

Desde o comecgo da revolugao industrial, em meados do século XVIII,
a liberacdo de gases de efeito estufa (GEE) provenientes de atividades
antropogénicas ocasionou em um significativo aumento nas concentragdes
de dioxido de carbono (CO2)atmosférico (KUMAR; PRAJAPATI, 2010).

As emissdes de CO:2 provenientes da queima de combustives de
origem fossil e processos industriais contribuiram com aproximadamente
78% do aumento das emissdes totais de gases de efeito estufa entre 1970-
2010 (PACHAURI; MEYER, 2014).

No mundo, a eliminacdo de CO2 da combustdo de combustiveis
fosseis e de processos industriais aumentou em 2013 para o novo
recorde de 35,3 bilhdes de toneladas (OLIVIER et al., 2014.).

Em 2012 a emissao total de diéoxido de carbono no Brasil foi
estimada em 1.203.424 'Gg CO:2 eq, referentes ha cinco setores
denominados: energia, processos industriais, agropecuaria, uso da terra e
florestas e tratamento de residuos. O setor de processos industriais, no
qual a industria sucroalcooleira pertence foi responsavel por 85.365 Gg CO2
eq. Na Figura 5 observa-se o percentual de emissao de dioxido de carbono

por cada um dos cinco setores (BRASIL, 2014.

1Gg CO2 eq: milhares de toneladas de equivalente de dioxido de carbono, proveniente da
métrica usual do Potencial de Aquecimento Global (Global Warming Potential — GWP)
atualmente utilizada para inventarios nacionais como fator de ponderagédo para se chegar a
essa unidade comum.
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Figura 5 - Emissédo de CO; eq. no Brasil em 2012 em cinco setores.
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As microalgas s&do micro-organismos que apresentam elevadas taxas
de crescimento e fixacdo de CO2 em comparagdo com mecanismos
convencionais de captura de dioxido de carbono como, por exemplo:
florestas, agricultura e plantas aquaticas (LI et al., 2008). Portanto, possuem
potencial de uso para a remogado de CO2, usando a energia solar com
eficiéncia até 10 vezes maior do que a de plantas terrestres (SINGH;
AHLUWALIA, 2013).

Estima-se que a fixagdo de carbono por cultivos de microalgas em
condigdes 6timas estaria em torno de 11 a 36 toneladas de C ha/ano, o que
representa uma produtividade de aproximadamente trés a treze vezes os
valores obtidos pelo reflorestamento, cerca 3 a 4 toneladas C ha/ano
(BORGES et al., 2007).

3.4 Biomassa algal como fonte de bioprodutos e energia

As microalgas constituem uma importante fonte de biomoléculas, com
uma ampla gama de destinagdes podendo ser aproveitadas para o uso
comercial. Esses organismos sdo capazes de produzir proteinas, lipideos,
vitaminas, pigmentos e outras moléculas como suplementos de saude,

alimentagcdo humana e animal, cosméticos e para a producgao de energia
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(RAPOSO; MORAIS; MORAIS, 2013; BARRA et al., 2014).

A composigcdo quimica da biomassa de microalgas baseia-se
majoritariamente nas fragcbes de pigmentos, carboidratos, proteinas e
lipideos. Esse conteudo sofre alteragcdes de acordo com o género,
espécie ou estirpe (ANDRADE et al.,, 2014c). Segundo Valenzuela-
Espinoza; Nunez-Cebrero (2002), o teor de proteinas é superior na fase
exponencial de crescimento e na fase estacionaria tem-se um aumento

dos carboidratos.

3.4.1 Carboidratos

O termo “carboidratos” refere-se a ambos os monémeros e polimeros
de acucares e derivados de acgucar, tais como os acidos urdnicos e
agucares aminados. Os polimeros podem ter enorme diversidade de pesos
moleculares, dependendo do grau de polimerizagdo, mas coletivamente
constituem a maior fracdo em fontes de biomassa tipicamente terrestres
(SAEMAN; BUBL; HARRIS, 1945).

Do ponto de vista quimico, podem ser conceituados como poli-
hidroxialdeidos, polihidroxiacetonas, polihidroxialcoois, polihidroxiacidos
unidos por ligagcbes hemiacetalicas (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). A
composi¢cdo elementar geral, (Cx(H20)y), demonstra que as moléculas
apresentam atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio na mesma
propor¢ao que ocorrem na agua. No entanto, a grande maioria dos
carboidratos produzidos por organismos vivos nao tém essa formula
empirica simples. Em vez disso, a maior parte dos carboidratos
encontrados na natureza ¢é sob a forma de oligossacaridos ou
polissacarideos. Os compostos de baixo peso molecular sdo muitas vezes
obtidos por despolimerizagdo de polimeros naturais (FENNEMA, 1996).

Os carboidratos em microalgas verdes podem ser encontrados na
parede celular rigida a base de celulose, sendo seu principal composto
de armazenamento, o amido. Algumas algas vermelhas e dinoflagelados
também utilizam o amido como carboidrato de reserva. Algas marrons e
diatomaceas, por exemplo, podem acumular carboidratos, tais como

laminarina, manitol ou fucoidina como fonte energética (U.S. DOE, 2010).
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Os polissacarideos de algas podem ser hidrolisados para agucares
redutores, que tém grande aplicagédo na producao de bioetanol (FU et al.,
2010; SUN; CHENG, 2002).

As algas por sua composicao com elevado teor em carboidratos em
algumas espécies, constituem uma opcao para a producao de bioetanol. Os
carboidratos em algas podem ser encontrados na parede celular
celulésica, isenta de lignina e hemicelulose em seu conteudo e no
citoplasma, o amido como principal fonte (ROSENBERG et al.,, 2008;
SUBHADRA, 2010). Além disso, uma vez que os carboidratos de microalgas
contenham principalmente hexoses, os problemas associados com a
fermentacdo de pentose podem ser essencialmente eliminados, o que

proporciona maior rendimento na producgao de bioetanol (SIAUT et al., 2011).

3.4.1.1 Amido

Amido possui caracteristicas quimicas e fisicas uUnicas e sua
qualidade nutricional o diferencia de todos os outros carboidratos. O amido
0 unico carboidrato que ocorre naturalmente como particulas ou granulos. Os
granulos de amido sao relativamente densos e ligeiramente insoluveis em
agua fria. A estrutura quimica do amido é composta por dois polimeros: um
polissacarideo essencialmente linear chamado de amilose, e um
polissacarideo altamente ramificado chamado de amilopectina (FENNEMA,

1996). Na Figura 6 tem-se a estrutura dos dois polimeros.



16

Figura 6 — Estrutura quimica das moléculas constituintes do amido: amilose e
amilopectina.
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Fonte: Adaptado de Pinheiro et al. (2005).

3.4.2 Proteinas

As proteinas sao polimeros de alto peso molecular, cujas unidades
elementares sdo os aminoacidos, ligados entre si por ligagdes peptidicas.
Estes compostos sofrem mudangas em suas conformacdes com muita
facilidade tornando laborioso seu estudo. Estas macromoléculas bioldgicas
estdo relacionadas a varias funcbes fisioldgicas, pois participam da
regeneracdo de tecidos e da catalise das reagcdes quimicas de
organismos vivos (enzimas ou hormdnios), sendo essenciais nas reagodes
imunes e no processo de crescimento e reproducdao (BOBBIO; BOBBIO,
1995).
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Na biomassa de algas, as proteinas correspodem a um dos principais
constituintes, com até 50% do peso seco. Entretanto, esse conteudo proteico
pode mudar drasticamente ao longo de seu ciclo de vida (LAURENS et al.,
2014).

Dessa forma, essa fracdo pode ser ressaltada como fonte
promissora para ragcao animal e suplementos alimentares, pois apresenta
alta qualidade nutritiva e pode ser comparada com a de outras proteinas
alimentares, devido ao seu perfil e proporcdo de aminoacidos (BECKER,
2007). Assim, as proteinas desempenham um papel importante em um
contexto de biorrefinaria de algas (WILLIAMS; LAURENS, 2010). Na Tabela

1 tem-se a composigado de proteinas de algumas microalgas.

Tabela 1 — Composigao proteica de microalgas de diferentes espécies.

Alga Proteina Bruta (%)
Spirulina maxima 44.9
Chlorella vulgaris 38.0
Haematococcus pluvialis 10.2
Diacronema vikianum 38.4
Isochrysis galbana 39.6

Fonte: Adaptado de Batista et al. (2013).

3.4.3 Pigmentos

Os pigmentos sdao compostos quimicos coloridos que absorvem e
refletem certos comprimentos de onda da luz visivel. Pertencem ao
sistema fotossintético de microalgas, agindo como captadores de energia
por meio da luz. Os principais pigmentos sao agrupados em clorofilas,
carotenoides e ficobilinas. As clorofilas estdo presentes em todas as plantas
superiores e algas fotossintéticas, enquanto que os carotenoides estao
presentes na maioria das algas e as ficobilinas encontradas em
cianobactérias e em algumas algas vermelhas (SPOLAORE et al., 2006).

O teor de pigmentos em microalgas depende das condi¢gdes de cultivo.
Varios pigmentos secundarios acumulam quantidades mais elevadas em
condicbes de estresse, enquanto clorofilas, em geral degradam-se sob
injuria. Portanto, seu conteudo na biomassa diminui significativamente
(MARKOU; NERANTZIS, 2013).
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3.4.3.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos tetraterpendides (C40) formados pela
ligacdo de oito unidades isoprendides (C5), exceto na posigcdo central.
Os grupos metila centrais estdo separados por seis carbonos, ao passo
que os demais, por cinco. A caracteristica de maior destaque nestas
moléculas € um sistema extenso de duplas ligagbes conjugadas, onde se
observa o grupo croméforo que confere aos carotenoides as suas cores
atraentes (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA- FARFAN, 2008).

Existem duas classes de ocorréncia natural dos carotendides como:
carotenos de licopeno, B-caroteno e a-caroteno que sdo hidrocarbonetos
lineares ou ciclizado em uma ou em ambas as extremidades das moléculas e
as xantofilas, tais como a astaxantina, cantaxantina, luteina e zeaxantina que
sao os derivados oxigenados de carotenos (V'LCHEZ et al., 2011). Mais de
600 diferentes carotenoides sao conhecidos por estarem presentes na
natureza e sua distribuicado, estrutura molecular ou a presenca de vias de
biossintese especificas tém sido sugeridos como ferramentas uteis para a
classificagéo de algas (IBANEZ; CIFUENTES, 2013).

Na maioria das algas verdes os carotenoides sao sintetizados dentro
dos plastideos e se acumulam no seu interior (ABURAI et al.,, 2013). No
entanto, algumas microalgas como, por exemplo, Haematococcus sp. podem
acumular xantofilas em corpos oleosos no citoplasma, fora de plastidios
(LEMOINE; SCHOEFS, 2010; GRUNEWALD; HIRSCHBERG; HAGEN, 2001).

Ha crescente interesse em encontrar novos antioxidantes eficazes a
partir de fontes naturais, a fim de minimizar danos oxidativos as células vivas e
evitar deterioragdo oxidativa de produtos comercializados como alimentos,
produtos farmacéuticos ou cosméticos (VALKO et al., 2006).

Os carotenoides tém sido uma opgao promissora, pois se sabe que
podem ser utilizados como moléculas antioxidantes. Esses pigmentos tém
a capacidade de eliminar os radicais livres, protegendo assim as células e
tecidos dos danos oxidativos. Podem ser uteis na prevengao da deterioragcao
dos alimentos durante o processamento e armazenamento e também
influenciar a sinalizagado celular que pode desencadear vias reguladoras
sensiveis (RAO et al., 2010).
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Na Figura 7 observa-se a estrutura molecular de alguns carotenoides
comuns em algas

Figura 7 — Estrutura quimica de alguns carotenoides encontrados
em algas.
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3.4.3.2 Clorofilas

As clorofilas sao moléculas estruturalmente complexas, pertencentes a
classe das porfirinas, constituidas por quatro anéis pirrdlicos e um quinto
anel isociclico, localizado ao lado do terceiro anel pirrdlico. Os anéis estao
ligados entre si por pontes metilénicas e a molécula contém um atomo de
magnésio no seu interior, coordenado aos anéis (ANDRADE et al., 2014).
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No quarto anel pirrélico, o acido propidnico, sofre esterificacdo por um
alcool aciclico de cadeia longa, geralmente o fitol, conferindo a clorofila
carater hidrofébico (GROSS, 1991; RUDIGER, SCHOCH, 1988). Esses
pigmentos sdo de ampla ocorréncia no reino vegetal, em algas e em algumas
bactérias fotossintéticas (ANDRADE et al., 2014b). Possuem atividade
gquelante e podem ser utilizadas como auxiliares na recuperagao do figado e
tratamento da ulcera (PUOTINEN, 1999).

Estima-se que em condi¢gbes 6timas de crescimento as microalgas
possam acumular até 4% em seu peso seco de clorofila, entretanto para
Chlorella verificou-se maiores percentuais (NAKANISHI, 2001). Devido a
forte coloracdo verde desses pigmentos e da demanda dos consumidores
por alimentos naturais, as clorofilas tém ganhando importadncia como aditivo
alimentar. Isto, por sua vez, tem incentivado as industrias de alimentos a
substituirem pigmentos artificias por corantes naturais como a base de
clorofila. No entanto, devem ser desenvolvidos processos de downstream
para purificar clorofila a e b a partir de algas (HARUN et al., 2010). Na Figura 8
podem ser verificadas as estruturas quimicas das clorofilas com seus

respectivos constituintes.

Figura 8 — Estrutura das clorofilas e seus respectivos constituintes (a)
macrociclo de porfirina; (b) forbina. (c) clorofila a, clorofila b € uma
variante com o grupo metila na posigcdo 3 ser substituido por um
grupo formilo.

*{—CHD)

— CHy—CHs

Fonte: Humphrey (1980).
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3.4.4 Fracao lipidica das microalgas

Pertencem ao grupo dos lipideos o conjunto de compostos quimicos
que ao contrario da maioria dos compostos organicos n&o séao
caracterizados pelo grupo funcional em comum, mas pelo grau de
solubilidade em solventes orgéanicos e pouca solubilidade em &agua
(SOLOMONS; FRYHLE, 2005).

Os lipideos sao macronutrientes e podem ser classificados em
lipideos simples (neutros), lipideos compostos e lipideos derivados. Na
primeira classe, ha duas subdivisées que correspondem: as gorduras, que
sdo ésteres formados a partir de acidos graxos e glicerol também
conhecidos como glicerideos e as ceras que sao constituidas
principalmente por ésteres originarios de acidos graxos e alcoois de cadeia
longa. Os lipideos compostos, por sua vez, além do grupo éster ligados ao
acido graxo apresentam outros grupamentos quimicos, como exemplo tem-
se: os fosfolipideos que sao ésteres formados a partir de acidos graxos,
glicerol e acido fosférico e outros grupos geralmente nitrogenados. Ja os
glicolipideos apresentam em sua estrutura acidos graxos, grupo
nitrogenado e um carboidrato. A terceira classe, os lipideos derivados sé&o
compostos obtidos pela hidrolise dos lipideos neutros e compostos que
apresentam propriedades de lipideos, como os esterdis, hidrocarbonetos
de cadeia longa, carotenoides e vitaminas lipossoluveis (RIBEIRO;
SERAVALLI, 2007).

Nas microalgas podem ser encontrados como produto de estocagem
energética os triacilglicerois. Os glicolipideos, por sua vez, sao estruturas
presentes na parede celular (MOLINA; MEDINA; GIMENEZ, 1999). Na fase
otima de crescimento contém uma pequena quantidade de triglicerideos,
devido a maioria dos recursos serem utilizados para o crescimento
celular. No entanto, podem acumular uma quantidade consideravel de
triglicerideos no momento da indugcdo de estresse celular (RODOLFI et al.,
2009).

De acordo com D’oca et al. (2011), a composi¢cao dos acidos graxos
nas microalgas € variavel conforme a cepa, 0o que proporciona a
diferenciagdo do conteudo em acidos graxos saturados, monoinsaturados e

poliinsaturados.
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Pode-se ressaltar que apesar da grande variabilidade na constituicdo
dos acidos graxos, ha uma predominédncia em acidos graxos insaturados
como o palmitoleico, oleico, linoleico e linolénico. Os acidos graxos
saturados, como o palmitico e o estearico também sao encontrados, mas em
menor proporgao.

Segundo Knothe (2008), os acidos graxos monoinsaturados sao uteis
para producao do biodiesel. Entretanto, as microalgas podem conter em
sua composicao acidos graxos poliinsaturados que devem estar presentes em
concentracdo moderada no biodiesel, devido a baixa estabilidade oxidativa
(KNOTHE, 2011).

A producdo comercial de biodiesel ou éster metilico do acido graxo
(FAME) envolve a transesterificagdo por uso de catalisador alcalino de
triglicerideos encontrado em culturas oleaginosas com metanol. No entanto,
a demanda para essas culturas como uma fonte de alimento juntamente com
a disponibilidade finita de terras araveis, faz o seu cultivo para os
biocombustiveis insustentavel (CHISTI, 2007). Na Figura 9 tem-se a

representagao do processo de transesterificagdo dos triglicerideos.

Figura 9 — Esquema do processo de transesterificagdo dos triglicerideos.
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Fonte: Adaptado de Lam et al. (2010).

3.4.5 Poder Calorifico

Conforme Crockford e Knight (1977), muitos calores podem ser
determinados pela medida direta, sendo isto valido especialmente para os
calores de combustdo. Na combustédo direta de uma amostra na atmosfera
de oxigénio, o calor liberado é determinado mediante processo conveniente.

Normalmente, utiliza-se uma bomba calorimétrica para a determinagao do
poder calorifico de um material combustivel, obtendo-se o poder calorifico
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superior, pois a agua no combustivel € evaporada e condensada durante
sua combustdo (FONTES, 1994).

Segundo Sturm e Lamer (2011), a combustéao direta de biomassa de
algas pode ser uma alternativa mais viavel de fonte de energia do que a
producao de biocombustiveis, especialmente quando a fragao lipidica da
biomassa seca € baixa. Assim, pode-se evidenciar a aplicabilidade do poder
calorifico de microalgas frente ao variavel teor de lipideos e diversidade da
composi¢do para producdo de energia (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Biomassa algal

As amostras de biomassa algal utilizadas neste trabalho s&o derivadas
de duas cepas de microalgas, Micractinium sp. Embrapa|lLBA32 e
Chlamydomonas biconvexa Embrapa|lLBA40 pertencentes a colegcdo de
microrganismos e microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias da
Embrapa, localizada em Brasilia-DF. As amostras foram produzidas em
fotobiorreatores tipo placas planas,com sistema de agitacao air Iift,
realizados com aeragao (60 L/h) com COz2a 5%, durante o projeto de Santana
(2016).

Foram utilizadas duas formulag¢des distintas como meio de cultivo: i)
Vinhaca clarificada quimicamente nao diluida (100%); ii) Vinhacga bruta diluida
em agua destilada para a concentracdo de 50% (Santana, 2016). No
procedimento de clarificagdo da vinhaga foram utilizados 3 g de cal
hidratada/L de vinhaga, essa solugdo foi mantida em repouso por 40
min.Apos este periodo, o material foi centrifugado a 800 x G e o pellet
descartado. O pH foi ajustado para 8 por meio da adigao de hidroxido de sodio
e o material obtido foi autoclavado por 15 minutos a 1 atm. A concentracao
utilizada foi de 100% no meio de cultivo (Santana, 2016). Como controle foi
feito o cultivo em meio Bold’s Basal Medium (NICHOLS, 1973).

As microalgas foram cultivadas por 72 h, colhidas por centrifugacao,
lavadas com agua destilada e congeladas a -20 °C. Logo apdés, realizou-se a
liofilizacdo da biomassa. Todo o procedimento de cultivo pode ser verificado
em Santana (2016). Na Tabela 2 sao apresentados os dados de produtividade
diaria de biomassas obtidas das cepas de microalgas utilizadas nesse estudo. Na
Figura 10 sdo mostradas microscopias Opticas das duas cepas usadas
nesse estudo. As biomassas foram liofilizadas e maceradas antes de serem
efetuadas as analises da composicao centesimal. Em todas as determinacgdes
analiticas foram executadas 3 réplicas de cada amostra. Na Figura 11

podem ser observadas as biomassas utilizadas nos métodos analiticos.
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Tabela 2. Produtividade diaria de biomassa de microalgas (mg. L™". dia™)

Amostra Meio cultivo Produtividade média biomassa
(mg. L. dia™)
BBM 0,10+0,02
Embrapa Vinhaca 50% 0,18+0,01
LBA|32 Vinhaga 100% 0,16+0,02
BBM 0,13+0,02
Embrapa Vinhacga 50% 0,18+0,02
LBA|40 Vinhaca 100% 0,22+0,01

Fonte: Santana (2016).

Figura 10 -
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Todas as analises de caracterizacdo da biomassa foram realizadas no

Laboratério de Quimica de Biomassa e Biocombustiveis (LQB) da Embrapa

Agroenergia.
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Figura 11 — Amostras de biomassas liofilizadas das cepas de microalgas
em estudo (a) Micractinium sp. dos cultivos em meio BBM, 50% Vinhaca e
100% vinhaga clarificada da esquerda para direita (b) Chlamydomonas
biconvexa dos cultivos em meio BBM, 50% Vinhaga e 100% vinhaca
clarificada da esquerda para direita.
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4.2.1 Determinacao de sélidos totais e cinzas

O teor de solidos totais e cinzas foram realizados seguindo metodologia
proposta por Wychen e Laurens (2013c), do National Renewable Energy
Laboratory (NREL), onde foi empregada estufa com ventilagcdo e renovacgao
de ar, marca Marconi, modelo MA03513BX e forno mufla microprocessado,
marca Quimis, modelo Q318S24. Os dados obtidos foram determinados
por gravimetria em balancga analitica da marca Shimadzu, modelo AUX320
até peso constante. Pesou-se aproximadamente 100,0 mg de amostra em
cada uma das réplicas a serem analisadas

Foram necessarios 24 h de secagem a 60 °C. Os teores de sodlidos
totais foram calculados de acordo a equacao 4.1 e o peso seco das

amostras na equacgéao 4.2.

Ly . Massa (cadinho+amostra inicial) - Massa cadinho
% Solidos totais =22 (Cadnroranceta noa) X x 100 (4.1)

Massa amostra seca x % Sdlidos totais (4 2)
100 ’

Peso seco =
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A partir das amostras obtidas de solidos totais, foi feita a analise de
cinzas. As biomassas secas foram incineradas a 575 °C em forno tipo
Mufla por 3 h. Ao término do processo, os cadinhos foram retirados e
arrefecidos a temperatura ambiente em dessecadores e pesados. Os

calculos dos teores de cinzas foram obtidos a partir da equacéao 4.3:

) Massa cadinho + cinzas — Massa cadinho
% Cinzas = x 100 (4.3)
Peso seco amostra

4.2.2 Determinacgao de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio

A analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio foi executada
conforme norma D5373 — 14 (ASTM, 2014). Como padrdo de calibragao foi
utilizado a acetanilida. As amostras previamente secas em estufa ventilada a
105 °C foram analisadas em analisador elementar CHNS/O Perkin Elmer,
modelo PE2400. As amostras de microalgas foram pesadas em
ultramicrobalanca ADG6, acoplada ao proprio equipamento, a faixa de massa
utilizada foi entre 20,0 mg e 30,0 mg. Os dados alcangados foram expressos

em % de carbono, hidrogénio e nitrogénio.

4.2.3 Poder calorifico superior (PCS)

O poder calorifico superior foi determinado de acordo com norma
D5865-13 (ASTM, 2013). O procedimento iniciou-se com a confec¢édo de
capsulas das amostras de microalgas em triplicata a partir da prensagem em
prensa para pastilhador, marca Shimadzu, modelo SSP-10A. Foi feita uma
adaptacao em relacdo a quantidade de amostra e por isso as pastilhas
pesadas apresentaram entre 200,0 mg e 400,0 mg de biomassa algal.

As capsulas produzidas foram acondicionadas em cadinhos de ago inox
previamente tarados e pesados em balanga analitica.

O PCS da biomassa algal foi analisado por meio de bomba
calorimétrica, marca LECO Corporation, modelo AC600.

A calibracdo da bomba calorimétrica foi realizada com material de
referéncia, acido benzoico. Para esse estudo as pastilhas de acido

benzoico apresentam PCS conhecido de 6317,0+9,0 cal/g.
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Os dados foram obtidos em cal/g, entretanto foram transformados

para a unidade Sl KJ/kg.

4.2.4 Teor de amido

A fragao de amido foi determinada utilizando protocolo de Sluiter e Sluiter
(2008) do National Renewable Energy Laboratory (NREL). Aproximadamente
0,100 g de algas liofilizadas foram pesadas em balanca analitica. As massas
foram transferidas para tubos de centrifuga de 50 mL com barras
magnéticas. Adicionou-se 0,2 mL de etanol absoluto e logo foram
homogeneizadas em vortex. Apds esse procedimento inseriu-se 2 mL de
dimetilsuféxido (DMSO) e novamente foi promovida a mistura.

Os tubos foram colocados em béquer de vidro com agua a 100 °C,
previamente sobreposto em agitador magnético com aquecimento por 5
minutos. Em seguida adicionou-se 2,9 mL do tampao MOPS (pH 7,0), 0,2
mL de a-amilase, 4 mL da solucdo tampao de acetato de sddio pH 4,5 e 0,1
mL de amiloglucosidase no tubo de centrifuga.

Promoveu-se uma intensa agitagcdo e logo os tubos foram dispostos
em banho com agua a 50 °C e assim permaneceram, por 30 minutos. Apos
0 aquecimento os tubos foram entdo centrifugados, em centrifuga de
bancada ventilada a 3000 rpm por 10 min. Na Figura 12 pode ser

observado o sistema montado para a hidrélise enzimatica.

Figura 12 — Sistema montado para a hidrélise enzimatica das amostras de
algas.
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Para a analise cromatografica, foi empregado Cromatégrafo Liquido
UHPLC, marca Agilent, modelo Infinity 1290, empregando-se as seguintes
condig¢des: coluna Biorad, Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm), temperatura da
coluna 45 °C, detector de indice de refragcdo. Como fase mével foi utilizada
solugao de 0,01 N de acido sulfurico previamente desgaseificada, fluxo de
eluente: 0,6 mL/min e volume de injecdo de 10 pyL. As amostras foram filtradas
em filtro de membrana PVDF com 0,22 um de poro.

A quantificacdo do amido foi realizada por padronizacao externa, por
meio de curvas analiticas construidas com seis pontos com padrdo analitico

de glicose.

4.2.5 Determinacao de carboidratos totais

A quantificagdo dos carboidratos totais foi feita seguindo metodologia
recomendada por Wychen e Laurens (2013a) do National Renewable
Energy Laboratory (NREL). Nesse experimento foram pesadas por volta de
25,0 mg das amostras de biomassa algal e transferidas para tubos de
vidro para autoclave de 10 mL. Foram adicionados 250 yL de H2S0472%
em cada tubo e promoveu-se a homogeneizagcdo. Os tubos foram
conduzidos ao banho-maria a 30 °C por 1 hora. Houve constante mistura
da amostra com auxilio de bastado de teflon a cada 5 e 10 minutos durante
o periodo de permanéncia no banho, com cuidado para que os soélidos
permanecessem na parte inferior do tubo, imerso em acido sulfurico.

Apd6s 1 h do banho, retirou-se todos os tubos e foi adicionado 7 mL de
agua destilada em cada tubo. Apos a adicdo da agua promoveu-se a
agitacédo em vortex. Apos essa etapa, os tubos foram colocados em
autoclave vertical, marca Prismatec, modelo CS, por 1 ha 121 °C.

Ao término do tempo de permanéncia na autoclave, as amostras foram
retiradas e arrefecidas a temperatura ambiente por aproximadamente 1 h.
Aliquotas de 3 mL do hidrolisado foram transferidas para tubos de
centrifuga para realizagdo da neutralizagcdo com carbonato de calcio na
faixa de pH entre 6,0 e 8,0. Foi realizada a separacao do agente usado na
neutralizacdo por meio da centrifugacdo dos tubos em centrifuga de

bancada refrigerada, marca Hermle, modelo Z360K a 14.000 rpm por 5 min.
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Foi realizada a filtracdo dos sobrenadantes obtidos, por meio de
seringa descartavel e de filtro de membrana de nylon de 0,2 ym para remover
todos os sodlidos e precipitados remanescentes. Os filtrados obtidos foram
transferidos para tubos de autoclave onde inseriu-se em cada tubo, 500 pL
de solugcédo de cloridrato de 3-metil-2-bezotiazolinona hidrazona (MBTH) e
homogeneizou-se.

Imediatamente foi feito o aquecimento dos tubos, em banho a 80 °C
por 15 minutos. Apdés o tempo de reacédo, foi adicionado 1 mL de solucao
férrica ainda no bloco digestor desligado e promoveu-se a mistura. Aguardou-
se 15 minutos para a dissolugcao do reagente e arrefecimento das amostras
a temperatura ambiente. Na Figura 13, podem ser visualizados os tubos ao
final da reacao.

Figura 13 — Amostras de microalgas apds reacéo para determinacao
de carboidratos.

Foram adicionados nos respectivos tubos 2,5 mL de agua ultrapura e
promoveu-se a mistura. A partir das aliquotas recolhidas, foram feitas
leituras em espectrofotémetro ultravioleta-visivel, marca Agilent, modelo Cary
60 no comprimento de onda de 620,0 nm. O mesmo procedimento apds a
etapa da hidrdlise, foi feito para a construgdo da curva padrdo de glicose,
cada ponto da curva foi realizado em 4 réplicas. Foram elaboradas
diluicdes, a partir de uma solugédo estoque de glicose com concentragao
conhecida para obter-se cada um dos pontos da curva analitica. Na Tabela 3
podem ser observadas as concentragcdes utilizadas em cada ponto da

curva.
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Tabela 3 — Concentragao e diluicao da glicose para curva padrao.

[Solugao estoque Diluicao (estoque [Glicose]
glicose] (mg/mL) + agua) pL final (g/mL)
0,25 0 + 500 0

0,25 20 + 480 0,0100

0,25 30 + 470 0,0150
0,25 50 + 450 0,0250
0,25 75 + 425 0,0375
0,25 100 + 400 0,0500

A quantificagcdo dos carboidratos foi obtida pelas equacdes 4.4;
45e4.6.

Massa amostra x % Sélidos totais
100" (4.4)

Peso seco =

Monossacarideos totais (mg) = Monossacarideos (mg/mL) x Volume final (mL)
(4.5)

M id totai
onossacarideos totals (mg)) % 100 (4.6)

% Carboidratos totais = ( Peso seco amostra (mg)

4.2.6 Determinacgao de proteina bruta

A analise de proteina bruta (método Kjeldahl) foi realizada por meio de
protocolo proposto pela (AOAC, 1990). Foi usado como fator de conversao de
nitrogénio para proteina 4,78, conforme proposto para microalgas por
(LOURENCGCO et al., 2004).

Para a digestao, destilacdo e titulacdo foi utilizado o sistema
automatico de nitrogénio Kjeldahl, marca Buchi, modelo K-370. Foram
pesados em balanga analitica cerca de 100,0 mg de amostra em papel
manteiga e as massas registradas. O papel foi dobrado cuidadosamente e
transferido para o tubo de digestao.

Trés brancos foram adicionados. Adicionou-se nos tubos,

aproximadamente 2000,0 mg de catalisador composto por 90,1% de sulfato
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de sdédio, 9,0% de sulfato de cobre e 0,9% de selenito de sédio e 5 mL de
H2S04 concentrado foram inseridos aos tubos de digestdo. As amostras
foram digeridas no bloco digestor utilizando a seguinte rampa de temperatura
(Tabela 4).

Tabela 4 — Gradiente de tempo e temperatura utilizados para a
digestao das amostras de microalgas.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
1. Evaporacao da agua 100 5
2. Carbonizacéao 150 10
3. Controle da espumacéao 250 25
4. Digestéao 038 180
5. Resfriamento ambiente 60

Antes de iniciar a destilacdo das amostras, foram adicionados 10 mL
de agua destilada aos tubos e agitados até completa dissolugao.

Na destilagcdo foi utilizada solugcdo de hidroxido e sodio 32% (m/v)
e agua destilada. Ja na titulagdo empregou-se solugdo de acido boérico 4%
(m/v). As condi¢cbes de destilagao programadas podem ser visualizadas na
Tabela 5:

Tabela 5 — Parametros usados para destilagdo das amostras apés a

digestao.

Parametros Condigoes
Tempo de reagao 5s
Tempo de destilagéo 240 s
Poder de vapor 100%
Volume de H20 10 mL
Volume de NaOH 32% 35 mL
Volume de H3BO34% 60 mL

A titulacdo, que ocorre automaticamente apdés a destilagcdo foi
programada com as condi¢cdes (Tabela 6).
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Tabela 6 — Condi¢des de titulagdo para as ambas amostras de microalgas.

Parametros Condicoes
Concentracao do H2S04 0,05 M
Tempo minimo 5s

Volume maximo 40 mL

Tipo de titulagéo startpoint

O teor de nitrogénio total (%N) foi determinado pela equagéao 4.7.

% N = (Volume ,mosera — Volume prgneo) X M titulante x 0,028 @.7)
Massaamostra

O teor de proteina bruta (%PB) foi determinado pela equagéao 4.8.

%PB =% N x N fator (4.8)

4.2.7 Quantificagao de Clorofila a, Clorofila b e Clorofila Total

Foi utilizada a metodologia proposta por Porra, Thompson e Kriedemann
(1989). A extracao das clorofilas foi feita com reagente N,N-dimetilformamida
(DMF).

Foram pesadas aproximadamente 20,0 mg de amostras previamente
liofilizadas em microtubos ambar, contendo pérolas de vidro de 2,5 mm de
diametro. A extracao foi feita pela adicdo de 1 mL do reagente extrator e logo
a maceracao foi realizada em moinho de bolas, marca BioSpec, modelo Mini-
beadbeater por 10 min. Os extratos obtidos foram centrifugados em centrifuga
de bancada refrigerada a 5 °C e 9.000 rpm por 10 min e transferidos para
baldes volumétricos.

A operacao de lavagem foi repetida até que nao houvesse coloragao
no sobrenadante, ndo excedendo um volume maximo de 5 mL. Todo o
procedimento foi feito em sala escura, evitando assim, a incidéncia de luz
na amostra. Além disso, executou-se uma purga com nitrogénio para

minimizar a fotodegradacgao e oxidagdo dos pigmentos clorofilicos.
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A determinacdo dos teores de clorofilas foram realizadas por
espectroscopia, por meio de Espectrofotdometro Ultravioleta/Visivel da marca
Agilent modelo Cary 60UV-Vis. Os valores de absorbancia considerados
foram nos comprimentos de onda de 646,8nm e 663,8nm de acordo com o
que foi proposto nas equagdes de Porra et al. (1989). As equagbes 4.9 e 4.11

representam a clorofila a, clorofila b e clorofila total (a+b).

Clorofila a = 12, 00Aes3,8 — 3, 11As646,8 (4.9)
Clorofila b = 20, 78Ae646,8 — 4, 88A663,8 (4.10)
Clorofilaa + b =17, 67Ae468— 7, 12A663,8 (4.11)

4.2.8 Determinacao de Carotenoides Totais

Procedeu-se a analise seguindo o protocolo de Porra, Thompson e
Kriedemann (1989) adaptado por Huang e Cheung (2011). Foi utilizada como
solugcao extratora, acetona 90%.

Foram pesadas aproximadamente 100,0 mg de biomassa dos cultivos
em meio BBM e 500,0 g das cepas cultivadas nas duas formulagdes de
vinhaca. Com a biomassa mensurada, procedeu-se com a adicao de
acetona 90%. Todas as replicatas foram colocadas em ultrassom para
sonicagao por 15 min e logo apds foi feita purga com nitrogénio em cada
frasco de vidro. Os extratos foram armazenados com protecdo a
luminosidade a 4 °C por 24 h. Todo o procedimento foi realizado em sala escura,
evitando assim, a incidéncia de luz na amostra. Além disso, todos os frascos
e tubos utilizados foram envolvidos em papel aluminio para minimizar a
fotodegradacéo e oxidagéo dos pigmentos.

Apos a retirada dos tubos da geladeira, foi promovida a agitacdo dos
mesmos € em seguida o extrato foi centrifugado em centrifuga de bancada
refrigerada a 5 °C e 9.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi recolhido e a
partir desses extratos foram obtidas as leituras no espectrofotémetro. Foi

realizada a varredura das amostras entre 300 e 700 nm e leitura nos
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comprimentos de onda de 440,5; 646,6 e 663,6 nm. O conteudo de
carotenoides totais foi calculado de acordo com a equacgéo 4.12.

, , 4,69 A*405-4,7445466_1,96 A®536 (mg/L
Carotenoides totais = - (mg/L) (4.12)
mg/g Concentragao da amostragy,

4.2.9 Identificacdo dos Carotenoides

A extragao dos carotenoides da biomassa das microalgas foi realizada
conforme metodologia proposta por Gentili e Carretti (2011), Garcia-Gonzalez
et al. (2005). Foram pesadas cerca de 100,0 mg das amostras previamente
liofilizadas, em balanga analitica e dispostas em microtubos ambar, onde se
procedeu com a extracdo utilizando 3 mL de etanol/hexano (2:1) (v/v)
contendo 0,1 % (m/v) butilhidroxitolueno (BHT). Adicionou-se 2 mL de agua
destilada e 4 mL de hexano e promoveu-se uma intensa homogeneizacao.
Logo apés, realizou-se a centrifugagcéo a 10.000 x G por 5 minutos.

O hexano ficou na fase superior onde foi separada uma aliquota de 4
mL desse extrato e entdao foi evaporado em concentrador de amostras, marca
Labconco; Modelo: Centrivap a vacuo 25 °C.

Os extratos secos foram reconstituidos em CyH3N:CH30H:Cs5H420
(70:20:10 v/v/v) butilico e 2 uL foi injetado em um Cromatografo Liquido de Ultra
Eficiéncia - UHPLC.

A separacgao foi realizada em um sistema de Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia UPLC ACQUITY H-Class (Waters, MS Technologies, UK)
com coluna de fase reversa ACQUITY BEH C1 2.1 x 150 mm x 1,7 ym
(Waters Miliford, MA) e pré-coluna. O detector utilizado foi o arranjo de
diodos (PDA) e monitoramento em 450 nm. Utilizou-se eluicdo por gradiente
e fase movel constituida de: A: H20 100%; B: C,H3N:CH30H:CsH1,0
(70:20:10 v/v/v) e C: NH4HCO;,; 10 mM. O gradiente utilizado encontra-se na
Tabela 7. A temperatura da coluna foi de 45 °C e da amostra de 15 °C.

Todas as solugdes foram filtradas em filtro de membrana Nylon 0,22
Mm. Foram utilizados seis padrbes de carotenoides, fucoxantina,
astaxantina, zeaxantina, 8- criptoxantina, licopeno e B-caroteno, todos com

elevada pureza.
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A identificacdo dos carotenoides foi realizada por comparag¢ao dos
tempos de retencédo dos espectros UV/Vis obtidos pelos padrdes analiticos.

Tabela 7 — Gradiente usado na separacao cromatografica dos carotenoides.

Tempo (min) Vazao FM (mL/ min) A (%, viv) B (%, viv) C (%, viv)
Inicial 0,50 0,00 60,00 40,00
4,00 0,50 0,00 75,00 25,00
12,00 0,50 0,00 100,00 0,00
16,00 0,50 0,00 60,00 40,00
20,00 0,50 0,00 60,00 40,00

4.2.10 Determinacao de Lipideos Totais como Esteres Metilicos de Acidos

Graxos

A transesterificacdo in situ, de lipideos de algas foi realizada
adotando metodologia proposta por Wychen e Laurens (2013b) do National
Renewable Energy Laboratory (NREL). Foram pesadas cerca de 10,0mg de
biomassa algal e inseridos 20 pL de éster metilico tridecanoato de etila, 200
ML cloroférmio:metanol (2: 1, v/ v) e 300 pL de acido cloridrico 0,6 M em
metanol. A catalise acida foi feita em bloco seco a 85 °C por 1 hora. Apés o
resfriamento dos frascos foram inseridos 1 mL de hexano grau HPLC e em
seguida, feita a homogenizacdo. Foi entdo, aguardada a separagdo de
fases por 1 hora. Aliquotas de 200 pL da fase orgéanica de cada um dos
frascos foram recolhidas e transferidas para outros frascos contendo 5 yL do
padrao interno pentadecano.

Para a identificacdo dos ésteres metilicos foi empregado padrao
FAME mix (C4:C24) com 37 compostos da Sigma Aldrich. As amostras foram
analisadas em cromatégrafo gasoso, marca Shimadzu®, modelo GC-2010
Plus AF com injetor split/splittess e com detector de ionizagdo em chamas
(FID). Foi utilizada coluna capilar HP-88 (60 m x 0,250 mm x 0,20 um).
Apesar de haver indicagcdo de uso pela metodologia da coluna DB-Wax (30mx
0,25 mm x 0,25 ym), ndo foi possivel separar os compostos e por isso

empregou-se a coluna HP-88. O gas de arraste utilizado foi hélio.
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O volume de injecdo foi de 1 pyL. O forno foi programado para
trabalhar com gradiente de temperatura de 140 °C por 5 minutos, 100 — 240
°C a 4 °C por minuto, permanecendo a 240 °C por 33 minutos; temperatura
do injetor e detector de 260 °C. A partir dos cromatogramas obtidos, foram
feitas as somatdérias de todos os ésteres metilicos identificados sendo os

resultados expressos em %Esteres metilicos, conforme equagéo 4.13.

(ZA)—Apadréo interno ) ) X Massapadrao interno (413)

Teor de éster = (
Massagmostra

Apadréo interno

Na Figura 14, podem ser visualizadas a separagao de fases das amostras
transesterificadas.

Figura 14 — Separacido de fases das amostras de microalgas, apds adigcdo do reagente
hexano. (a) Embrapa LBA|32 cultivadas em meio BBM; 50% Vinhaca e 100%
Vinhaga clarificada respectivamente e (b) Embrapa LBA|40 a direita com mesma
ordenacgéo.

4.3 Analise estatistica

As condi¢cdes experimentais avaliadas foram feitas em triplicata. Os
resultados dos valores amostrais sédo expressos como valores médios + desvio
padrédo. As diferengcas estatisticas entre os grupos experimentais foram
avaliadas por analise de variancia (teste Tukey), com nivel de significancia de
95%, por meio do software ASSISTAT verséo 7.7 beta (SILVA, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacado da biomassa

A caracterizagdo quimica, quanto ao teor de solidos totais, cinzas,
amido, carboidratos totais, proteina bruta, clorofila total, clorofila a, clorofila b,
carotenoides totais, analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio,
poder calorifico superior e ésteres metilicos das biomassas das microalgas
estudadas, Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa, sao apresentadas
no topico 5.1.1. Os resultados apresentados foram calculados em base

Seca.

5.1.1 Solidos e Cinzas

Na Tabela 8 sao apresentados os valores obtidos de soélidos totais e
cinzas da biomassa das duas cepas de microalgas (Embrapa |LBA32 e
Embrapa |LBA40) nas 3 formulagcdes de meio de cultivo (BBM, vinhaca
diluida (50%) e vinhaga clarificada (100%)).

Tabela 8 — Teores de solidos totais e cinzas de biomassa das duas
microalgas (Embrapa |LBA32 e Embrapa |LBA40) cultivadas em
diferentes meios de cultivo contendo vinhaga.

Amostra Meio cultivo Sdlidos totais % Cinzas %
BBM 99,10£0,50ab 3,21£0,30¢

EmbrapalLBA32 Vinhagca 50% 99,00+0,26ab 6,01+0,15ab
Vinhaga 100% 99,87+0,51a 5,83+0,36ab
BBM 96,71+0,20¢ 5,44+0,28p

EmbrapalLBA40 Vinhaga 50% 98,84+0,76ab 6,09+0,54ab
Vinhaga 100% 98,40+0,660b 6,67+0,31a

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey com significancia<0,05.
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Foram observados teores de sélidos totais entre (96,71+0,20) e
(99,87+0,5) %. A amostra com maior umidade foi a amostra designada como
Embrapa |[LBA40 em cultivo em meio BBM. Tang et al. (2016), ao avaliarem o
conteudo de umidade em microalga do género Nannochloropsis, verificaram
um fracao de 3,1% de umidade. Dado similar ao encontrado na biomassa da
amostra Embrapa |[LBA40 em meio de cultivo padrao BBM que foi de 3,29%.

Ja o teor de cinzas variou entre 3,21+0,30 e 6,67+0,31. Pode-se ressaltar
que ambas cepas Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa
apresentaram menor percentual de cinzas quando cultivadas em meio de
cultivo BBM comparado aos cultivos em vinhaga. Liu et al. (2015), ao
realizar a incineragdo da microalga Isochrysis zhangjiangensis a 600 °C por
meio da analise termogravimétrica, obtiveram um teor de 5,37% de cinzas,

dados semelhantes aos encontrados (Tabela 8).

5.1.2 Amido e Carboidratos totais

Na Tabela 9 e 10 podem ser conferidos os dados obtidos das
determinacdes de teor de amido e carboidratos totais com suas respectivas

produtividades diarias (mg. L ™' . dia ™).

Tabela 9 - Resultados obtidos em percentagem para amido e suas
respectivas produtividades diarias (mg. L. dia™).

. . . Pr. Média*
Amostra Meio cultivo Amido% .
Amido
BBM 21,63+0,30a 21,87+0,16
Embrapal]
LBA32 Vinhaca 50% 7,93+0,66b 14,10+0,34

Vinhaga 100% 1,74+0,944 2,86+0,48

BBM 9,61+0,17p 12,710,110

Embrapal]
LBA40 Vinhaga 50% 2,25+0,59cd 4,1+0,31

Vinhaga 100% 3,77+0,76¢c 8,38%0,39

Pr. Média*: Produtividade média (mg. L dia'1); Valores seguidos pelas mesmas letras
néo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey com p<0,05.
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Tabela 10 — Resultados obtidos em percentagem de carboidratos totais e
suas respectivas produtividades diarias (mg. L. dia™).

Amostra Meio cultivo C.T"% Pr. Média C.T*
BBM 28,21+0,24¢ 28,52+0,13

Embrapal

LBA32 Vinhaca 50% 17,55+0,124 31,20+£0,07
Vinhaga 100% 21,79+0,360b 35,83+0,19
BBM 31,61+0,18a 41,80+0,10

Embrapal

LBA40 Vinhaca 50% 13,5+0,76¢ 24,60+0,39
Vinhaga 100% 11,71+0,15¢ 26,02+0,08

C.T%**: Carboidratos totais; Pr. Média*: Produtividade média (mg. L. dia'1); Valores
seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
com p<0,05.

De acordo com os teores obtidos da analise de amido, pode-se
afirmar que a amostra com maior percentual foi a Embrapa|LBA32, cultivada
em meio padrao BBM. A amostra com menor percentual de amido foi a
biomassa de Micractinium sp. em meio de cultivo formulado com vinhacga
100% clarificada. Halfhide et al. (2014), ao trabalharem com cepas mistas de
algas selvagens encontraram um teor de amido de 9,30%. Dado semelhante
ao verificado nesse estudo para amostra de Chlamydomonas biconvexa
cultivada em meio padrao. Para as produtividades diarias de amido, observou-
se um aumento na amostra designada como Embrapa|LBA32 em cultivo
BBM e menor para Embrapa|LBA32 cultivada em formulagdo com vinhaca
100 %. Conforme analise estatistica, observou-se diferencas significativas
entre os teores de amido dos trés cultivos da cepa de Micractinium sp.

Quanto ao teor de carboidratos totais, pode-se ressaltar que a
amostra com maior conteudo foi a Embrapa|lLBA40 em meio de cultura
BBM.O valor minimo encontrado na fracdo de carboidratos totais foi verificado
na amostra Embrapa|LBA40 cultivada em meio vinhaga 50% (Tabela 10). Para os
dados de produtividade diaria de carboidratos, pode-se inferir que foi maior para a
amostra EmbrapalLBA40 em cultivo em meio BBM (41,80 mg. L. dia™),
entretanto na amostra EmbrapalLBA32 em cultivo contendo vinhaga 100% foi

observado valores plausiveis de produtividade diaria de carboidratos totais .
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Guihéneuf e Stengel (2015), ao avaliarem a microalga vermelha
Porphyridium purpureum relataram em seu estudo 31,0% de carboidratos
totais. Dado de carboidratos totais semelhante ao verificado para a cepa
Embrapa |LBA40 cultivada em BBM.

Costanzo et al. (2016), ao cultivarem as cepas de microalgas verdes
Chlorella sorokiniana, Chlorella minutissima e Scenedesmus bijuga, verificaram
um teor de 17% de carboidratos, valor parecido com o encontrado nesse
trabalho de carboidratos totais para o genéro de Micractinuim sp. cultivada
em vinhaga diluida (50%) que foi de 17,55%. Lavanya et al. (2016) verificaram
um teor de carboidratos de 22,0% ao avaliarem o conteudo da alga marinha
Tetraselmis sp, valor correlato ao encontrado nesse estudo para carboidratos
totais (21,79%) na amostra Embrapa |LBA32 em meio de cultura formulado a

partir de vinhacga clarificada (100%).
5.1.3 Proteina Bruta

A Tabela 11 apresenta os valores médios de proteina bruta das cepas
de microalgas Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa designadas
como Embrapal|LBA32 e Embrapa|LBA40 em trés formulagdes de meio de

cultivo Bold’s Basal, vinhaga diluida (50%) e vinhaga clarificada 100%.

Tabela 11 — Resultados encontrados para os teores de proteina bruta
e suas respectivas produtividades diarias (mg. L™. dia™).

Produtividade

Amostra Meio Proteina Media_l:’.Bf p
cultivo Bruta % (mg. L. dia")
BBM 34,03+0,10¢ 34,41+0,06

EmbrapalLBA32 Vinhaga 50% 39,50%0,470 70,22+0,24
Vinhaga 100% 39,62+0,09 65,15+0,06
BBM 30,96+0,174 40,94+0,10

EmbrapalLBA40 Vinhaga 50% 41,68+0,35a 75,95+0,19
Vinhaga 100% 39,92+0,600 88,71+0,31

P.B*: Proteina Bruta; Valores seguidos pelas mesmas letras nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey com probabilidade
<0,05.
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Entre os cultivos da cepa de Micractinium sp., a amostra cultivada em
meio BBM diferiu estatisticamente das demais a nivel de significancia de
5%, com teor médio de proteina bruta de 34,03%. Na amostra designada
como Embrapa |[LBA40 tem-se diferengas significativas entre os 3 meios de
cultura avaliados.

Em relacdo ao percentual, a amostra EmbrapalLBA40 em vinhacga
diluida 50% apresentou maior teor (41,68%). Cabanelas et al. (2015),
obtiveram um percentual de proteina na microalga verde B. braunii de
40,7%, dado similar ao encontrado nesse estudo.

Markou, lconomou e Muylaert (2016), ao trabalharem com a cianobactéria
Arthrospira platensis cultivada em meio formulado com cama de aviario diluido
em 20 vezes, apos 9 dias de cultivo, obtiveram uma fracdo de 39,5% de
proteina, similar ao expresso nesse trabalho para a amostra Embrapa|LBA32
em meio com vinhaca diluida 50%.

Liu et al. (2015), ao cultivarem a microalga I. zhangjiangensis em
meio f/2 verificaram um conteudo de 34,0% de proteina. Ho et al. (2014), ao
analisarem o teor de proteina da microalga verde Desmodesmus sp.
verificaram um percentual de 34,6%. Esses dados corroboram com o teor de
proteina da amostra Embrapa|LBA32, cultivada em meio padrao sintético BBM.

No que se refere a produtividade diaria de proteina bruta, constatou-
se maior produtividade na amostra Embrapa|LBA40, cultivada em meio
com vinhaca clarificada 100%. Apesar dessa amostra nao apresentar o
percentual superior de proteina, tal fato pode ser explicado por sua elevada
produtividade de biomassa por dia. Uma produtividade diaria de proteina
similar a encontrada no cultivo da amostra EmbrapalLBA40 cultivada em
vinhacga clarificada 100%, foi verificada no estudo de Sydney et al. (2010), com
microalga Chlorella vulgaris LEB-104, no qual obtiveram uma produtividade diaria

de proteina de 85,0 mg. L ~'. dia .

5.1.4 Clorofila a, Clorofila b e Clorofila total

Nesse estudo foram quantificados os teores de clorofila a, clorofila b e
clorofila total presentes na biomassa liofilizada das duas cepas de microalgas

Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa cultivadas em duas formu-
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lagdes contendo vinhacga (diluida 50% e clarificada 100%) e em meio padrao
BBM. Na Tabela 12 sado exibidos os resultados obtidos para a fracdo de
clorofila a, clorofila b e clorofila total (mg. g ).

Tabela 12 — Resultados das determinagdes de clorofila a, clorofila b e
clorofila total (mg. g™")

Produtividad
Clorofila  Clorofila rodutividade

Amostra  Meio cultivo  ©1omofild  ping 1) Total dade media
(mg-1) (mg. g-1) CL.T*(['ng.
L-1. dia-1)
BBM 13,290,732 4,850,230 18,14+0,96a  18,34+0,49
Embrapal Vinhaga
LBA32 v 2,1240,19c  0,76+0,10c 2,880,300  5,12+0,16
Vinhacga
100% 0,51£0,14d  0,6140,01c 112%0,14c ~ 1,8420,08
BBM 12,030,380 5,7640,01a 17,790,372  23,52+0,20
Embrapa| Vinhaca
LBA40 Lo 1,08+0,26c  0,88+0,14c 2,86+0,400  5,21+0,21
Vinhacga
100% 0,200,024 0,26+0,04¢ °0-46+0,06c 1,02£0,04

CL.T*: Clorofila total; Valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey com p<0,05.

Observou-se pelo teste de Tukey que o conteudo de clorofila a, ndo
diferiu estastiticamente (p<0,05) entre as amostras de Micractinium sp. e
Chlamydomonas biconvexa cultivadas no mesmo meio de cultivo, exceto para
Embrapa|LBA32 e Embrapa|lLBA40 em meio BBM. Nielsen et al. (2016), ao
analisarem a alga marrom Saccharina latissima de aguas sublitoraneas da
Dinamarca, obtiveram um conteudo de 0,50 mg. g'1 de clorofila a, dado
similar ao encontrado nesse estudo para a amostra EmbrapalLBA32 em
vinhacga clarificada 100%.

Para clorofila b, nas amostras das duas cepas de microalgas nos meios
de cultivos BBM, vinhagca 50% e vinhaca 100%, verificou-se que nao houve
diferencgas significativas pelo teste de Tukey, exceto para as amostras Embrapa|
LBA32 em meio BBM, Embrapa |LBA40 em meio padrao BBM e vinhaca 100%.

Na quantificagao de clorofila total, ndo foi observada diferencga significativa
entre as amostras designadas como Embrapa|lLBA32 e Embrapa|LBA40
considerando os mesmos meios de cultivos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Aburai et al. (2013), ao trabalharem com a cepa Coelastrella sp.,
verificaram um contetdo de clorofilas totais de 2,91 mg.g™'. Aburai, Sumida
e Abe (2015), ao termino de 23 dias de cultivo de Scenedesmus sp.em meio
sintético BBM, verificaram um contetido de 2,9 mg. g de clorofilas totais.
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Esses valores sao semelhantes aos encontrados para as duas cepas
Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa no cultivo em vinhaga 50%.
Em relagdo a produtividade diaria de clorofila total (mg. L . dia ™),

pode-se afirmar que a amostra Embrapa|lLBA40 em meio BBM apresenta
maior rendimento para essa fracao.

Deve-se salientar que houve um incremento no teor de clorofilas
totais em ambas as cepas de Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa
em meio de cultivo Bold’s Basal se comparados com os meios de cultura,
a base de vinhaga. Este fato poderia ser explicado pelo metabolismo
fotoheterotréfico adotado pela microalga como forma de obtencdo de
energia quando cultivada em vinhagca (SANTANA, 2016). Nesse caso, sao
empregados como fonte de energia a luz e como fonte de carbono

compostos orgéanicos.

5.1.5 Carotenoides totais

Na Tabela 13 sdo apresentados os dados obtidos da analise de
carotenoides totais para as duas cepas de microalgas em diferentes cultivos
contendo vinhaca (diluida 50% e clarificada 100%) e meio padrao BBM.

Tabela 13 — Resultado da analise de carotenoides totais para duas cepas de
microalgas do género Micractinium sp. e Chlamydomonas sp. cultivadas em
fotobiorreatores.

Produtividade

Mei C.T*

Amostra ellt? 1) (mg média C.T«(mg.
cultivo g L-1. dia-1)
BBM 0,67+0,01a 0,068+0,02

Embrapa LBA|32 Vinhagca 50% 0,19+0,02p 0,034+0,02
Vinhaga 100% 0,03+0,00b 0,005+0,01
BBM 0,81+0,17a 0,107+0,10
Embrapa LBA|40 Vinhaca 50% 0,17+0,02p 0,031+0,02
Vinhaga 100% 0,01+0,00b 0,002+0,01

C.T*: Carotenoides totais; Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey com p<0,05.

Para o conteudo de carotenoides totais, ndao foi observado diferenca
significativa pelo teste de Tukey entre as duas cepas de microalgas
Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa considerando os meios de
cultivo (BBM, vinhaga diluida 50% e vinhacga clarificada 100%).
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Mulders et al. (2014), ao cultivarem a microalga Chlorella zofingiensis
em meio M-8 modificado, verificaram uma fragcdo de carotenoides secundarios
(astaxantina, cantaxantina e keto-luteina) <0,05 mg. g™', valor parecido
com o verificado na amostra Embrapa|lLBA32 em cultivo contendo vinhaga
clarificada 100%. Goiris et al. (2012), obtiveram um teor de 0,71 mg. g
carotenoides totais em Chlorella spp. dado semelhante ao encontrado na cepa
Embrapa|LBA32 cultivada em meio BBM.

A produtividade superior de carotenoides totais foi verificada na
amostra Embrapa|LBA40 em meio de cultura padréo.

Acredita-se que os baixos teores de carotenoides totais confirmados
nesse estudo, se devem ao fato desses pigmentos serem acumulados em
condicoes de estresse como, por exemplo, limitacdo de nutrientes e

excesso de luz, o que nao ocorreu nas condi¢cdes de cultivo.
5.1.6 Analise elementar (Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio)

Na Tabela 14 a seguir sdao apresentados os teores de carbono,
hidrogénio e nitrogénio (%) presentes nas biomassas das microalgas
Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa, cultivadas em meio de
cultura formulados com vinhaca diluida 50% e vinhaca clarificada 100% e

como controle, meio sintético BBM.

Tabela 14 — Resultados da analise elementar de carbono, hidrogénio e
nitrogénio, percentual em massa.

Amostra Meio cultivo C% H % N %

BBM 45,635,512 8,11%£1,09a 6,67+0,90nc
Embrapa|LBA32 Vinhaga 50% 42,94+0,54a 7,66+0,04a 7,24+0,11ab
Vinhaga 100%  43,84+0,90a 7,80+0,11a 7,53+0,17ab
BBM 40,28+0,66a 7,25+0,17a 5,38+0,12¢
Embrapa|LBA40 Vinhaca 50% 44,39+2,65a 7,83+0,72a 8,120,694
Vinhaga 100%  42,41+0,90a 7,62+0,10a 7,03+0,10ab

*Valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey com p<0,05.
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Observou-se pela analise estatistica empregada (teste de Tukey
p<0,05) que o teor de carbono e hidrogénio nao diferiu entre as duas cepas
de microalgas verdes Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa nos
meios de cultivo: padrao sintético BBM, vinhaca diluida 50% e vinhaca
clarificada 100%.

Ja o teor de nitrogénio apresentou-se maior nos cultivos a base de
vinhaca (Tabela 14), um dado condizente com o maior percentual de proteinas
encontrado na biomassa algal produzida nestas mesmas condi¢cbes (Tabela
11). Liu et al. (2012), ao avaliarem composicao elementar da biomassa da
cianobactéria Hapalosiphon sp. obtiveram um percentual de carbono de
47,94%, hidrogénio 7,44% e nitrogénio 6,45%. Tang et al. (2016), ao
realizarem a analise elementar da cepa de cianobactéria do género Spirulina,
obtiveram um teor de carbono de 45,61%, informagao aproximada da cepa de

Micractinium sp. cultivada em meio de cultura BBM.
5.1.7 Poder calorifico superior

Sao apresentados na Figura 15 os valores de poder calorifico
superior (PCS) da biomassa de WMicractinium sp. e Chlamydomonas
biconvexa em 3 meios de cultivo, onde o maior valor de PCS, pode ser
verificado na amostra designada como Embrapa|LBA32 em meio de cultivo a

base de vinhaca clarificada 100%.

Figura 15 — Poder calorifico superior de amostras de microalgas cultivadas
em meio BBM, vinhaca 50% e vinhaga 100% clarificada.
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Conforme a analise estatistica empregada (teste de Tukey p<0,05)
pode-se afirmar que n&do houve variagado significativa no valor de poder
calorifico superior entre as amostras denominadas Embrapa|LBA32 e
Embrapa|LBA40 nos diferentes meios de cultivo.

Valores semelhantes de poder calorifico constatados nesse
trabalho, foram encontrados por Halfhide et al. (2014), que ao trabalhar com
microalga do género Chlorella obtiveram poder calorifico de 22,0 a 23,6 MJ/kg
para cultivo sob condigbes axénicas e nao axénica, respectivamente.

5.1.8 Esteres metilicos de acidos graxos

Entre as amostras de microalgas de Micractinium sp. e
Chlamydomonas biconvexa cultivadas nos mesmos meios de cultivo, nao
verificou-se diferencga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) nos teores de
FAME (Tabela 14).

A amostra denominada Embrapal|LBA32 cultivada em meio BBM, pode
ser evidenciada, como a com maior percentual de ésteres metilicos de acidos
graxos (3,23%). Entretanto a produtividade de ésteres metilicos foi superior na
amostra EmbrapalLBA32 em meio de cultura contendo vinhaca 100%. A razéo
para o maior rendimento de FAME nessa cepa corresponde a maior
produtividade de biomassa apresentada por essa cepa no cultivo contendo
vinhaca clarificada 100% (0,18+0,02 mg. L' .dia) em relacdo ao meio
padrdo BBM (0,10+0,02 mg. L' . dia).

Tabela 15 — Resultados dos percentuais de ésteres metilicos de acidos
graxos de microalgas verdes em 3 dias de cultivo.

Produtividade

Amostra Meio cultivo Esteres Média Esteres
Metilicos% Metilicos(mg.L™ dia ")
BBM 3,2310,55a 3,27+0,29
Embrapa LBA|32 Vinhacga 50% 2,2310,44ap 3,96+0,23
Vinhaca 100% 2,51+1,30ab 4,13+0,66
BBM 2,13+0,35ab 2,82+0,19
Embrapa LBA|40 Vinhaga 50% 1,60+0,21ab 2,92+0,12
Vinhaca 100% 1,28+0,07b 2,84+0,04

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey com p<0,05.
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Cabanelas et al. (2015), ao analisarem o conteudo de ésteres metilicos
em microalga verde B. braunii, obtiveram um percentual de 3,12%, dado
semelhante ao encontrado na amostra Embrapa|LBA32 cultivada em meio
BBM. Cho et al. (2016), ao analisarem o conteudo de FAME em Dunaliella

salina constataram um teor de 1,48% de acidos graxos monoinsaturados.

5.1.9 Perfil de carotenoides

A caracterizacdo do perfil de carotenoides presentes nas amostras de
biomassa de Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa cultivadas em 3
formulagcdes (BBM, 50% vinhaca e 100% vinhacga clarificada), estao
apresentadas na Tabela 16 em percentual de area relativa por carotenoide
identificado.

Como pode ser observado na Tabela 16 na amostra Embrapal]
LBA32 nos cultivos em meio padrao sintético BBM e vinhaga diluida 50%
foram observadas maiores areas relativas para o carotenoide licopeno
71,48% e 66,12%, respectivamente, se comparadas com os demais
carotenoides identificados nas amostras. No entanto, para a amostra
EmbrapalLBA32 vinhaga clarificada 100% tem-se uma maior area de
deteccdo do carotenoide [-criptoxantina (65,66%) em relagdo aos outros

pigmentos.

Tabela 16 — Proporcao relativa de cada carotenoide, determinado por
UHPLC a 450 nm dos extratos de Micractinium sp. e Chlamydomonas
biconvexa e em 3 diferentes cultivos.

Carotenoide % Area Relativa % Area Relativa
Embrapa|LBA32 Embrapa|LBA40
BBM Vinhaga Vinhaga BBM Vinhaga Vinhaga
50% 100% 50% 100%
Fucoxantina 3,20+0,14 n.d n.d 3,06+0,68 n.d n.d
Astaxantina 2,46+0,14 n.d n.d n.d n.d n.d
Zeaxantina 2,42+0,05 n.d n.d n.d n.d n.d
B-Criptoxantina n.d 19,70+1,02 65,66+1,02 10,90+1,89 47,68+0,40 n.d
Licopeno 71,48+0,09 66,12+1,80 34,34+1,02 59,59+4,45 20,46+0,76 n.d
B -caroteno 21,24+1,40 15,66+1,50 n.d 26,45+1,88 30,34+0,99 n.d

n.d.: Ndo detectado.



49

As amostras Embrapa|LBA40 cultivadas em meio BBM e vinhaga 50%
apresentaram diferentes carotenoides com maior area de separagédo.Tais
pigmentos correspondem ao caroteno, licopeno e f-criptoxantina, uma
xantina com area de detecgcdo de 59,59% e 47,68% de modo respectivo.

Na amostra Embrapal|LBA40 vinhacga clarificada 100% nao foi possivel
identificar os carotenoides. Possivelmente, a concentracdo desses
compostos na amostra estava abaixo do limite de detecgao do instrumento

analitico empregado na analise.
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6 CONCLUSAO

A pesquisa possibilitou a caracterizacdo da biomassa de duas cepas de
microalgas verdes Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa cultivadas em
meio de cultivo alternativo (vinhaga diluida 50% e vinhacga clarificada 100%
com suplementacdo de CO2 em fotobiorreatores do tipo air lift.

Com relacao a pesquisa da composicao da biomassa das duas cepas
de microalgas pode-se inferir que ambas sdo produtoras de proteina e
carboidratos em niveis majoritarios, as demais fragdes: pigmentos (clorofilas
e carotenoides) e ésteres metilicos de acidos graxos apresentaram menores
proporcdes. No entanto, o aproveitamento da fracdo proteica e de
carboidratos presentes na biomassa das microalgas para a produgado de
insumos para a industria de alimentos e farmacéutica requer estudos de
toxicidade e palatabilidade para assegurar as condigbes preconizadas pelos
orgaos competentes.

De acordo com os dados levantados de produtividade diaria dos

componentes da biomassa pode-se ressaltar que:

- Embora, a cepa designada como amostra Embrapa|LBA32 em meio
de cultivo BBM seja a que se obteve maior rendimento diario de
amido (mg. L. dia™), a amostra Embrapa|LBA32 em cultivo com vinhaca
diluida 50% também apresentou valores consideraveis de produtividade
de amido, sendo este um indicativo de boa fonte para producado de
subprodutos como, por exemplo, o bioetanol em larga escala acoplado

ao aproveitamento do efluente de usina sucroalcooleira;

- No que diz respeito a produtividade de carboidratos totais, na amostra
Embrapa|LBA40 cultivada em meio BBM verificou-se maior capacidade
de producao entre as outras amostras analisadas. No entanto a
amostra denominada Embrapa|LBA32 em meio contendo vinhaga 100%

apresentou valores consideraveis de produtividade diaria;

- Quanto a produtividade de proteina bruta, deve-se salientar que a
amostra Embrapa|LBA40 cultivada em meio com vinhaca clarificada 100%

obteve eficiéncia superior nesse quesito;
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- A produtividade diaria de clorofila total e carotenoides totais foi mais
elevada na amostra Embrapa|LBA40 cultivada em meio padrao sintético
BBM;

- Com relagcdo a produtividade de ésteres metilicos a amostra
Embrapa|lLBA32 em meio de cultivo formulado com vinhaca 100%

clarificada demostrou maior eficiéncia produtiva que as demais.

Na analise elementar da biomassa, observou-se que quanto ao teor
de carbono, hidrogénio e nitrogénio ndo houve diferengas significativas
entre as duas cepas de Micractinium sp. e Chlamydomonas biconvexa nas
condicdes de cultivo: Bold’s basal, vinhaca diluida 50% e vinhaca clarificada
100%.

Nesse estudo foi verificado também o potencial de producao de
energia a partir da combustdo da biomassa, no qual pode-se concluir que
ambas as cepas de microalgas, independente da condicdo de cultivo,
apresentaram poder calorifico equiparavel ao do bagaco de cana-de-
actcar 4511,8 kcal. Kg'' (PROTASIO et al., 2011).

Quanto ao perfil de carotenoides presentes na biomassa de microalgas
foi possivel identificar os carotenoides: astaxantina, p-caroteno, -
criptoxantina, fucoxantina, licopeno e zeaxantina.

Dessa forma, observou-se pelas pesquisas ja realizadas que a
biomassa de microalgas apresenta grande potencial de aplicagao
biotecnolégica e seu cultivo pode ser feito acoplado as industrias em um
conceito de biorrrefinarias de microalgas, no qual tem-se a producdo de
subprodutos garantindo assim a agregacado de valor dos produtos da

cadeia produtiva.
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ANEXOS

ANEXO: 1. Curva analitica (Analise de carboidratos estruturais).
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ANEXO: 2 . Curva analitica (Analise Amido).
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ANEXO 3. Cromatograma tipico para a solugao-padrao “mix”. Ordem de eluigao:
1) fucoxantina; 2) astaxantina; 3) zeaxantina; 4) B-criptoxantina; 5) licopeno; 6) B-

caroteno. Tempo total de analise: 20 minutos.
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ANEXO 5. Cromatograma obtido para a amostra Embrapa LBA|32 em meio
vinhaca 50%.
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ANEXO 6. Cromatograma obtido para a amostra

clarificada 100%.
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ANEXO 8. Cromatograma obtido para a amostra Embrapa LBA|40 vinhaga 50%.
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ANEXO 9. Cromatograma obtido
clarificada 100%.
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