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RESUMO

Diante da futura escassez dos recursos energéticos originados do petréleo e seus derivados,
aliados aos impactos ambientais causados pelo consumo desenfreado de recursos naturais,
faz-se necessdrio a busca por producdo de energias alternativas e limpas. Nesse interim,
surgem as microalgas como potenciais de produ¢do de biocombustiveis, por sua elevada taxa
de crescimento e capacidade produtiva de lipidios e carboidratos. Porém, o alto custo de
manutencdo ainda inviabiliza sua produgdo. Dessa forma, esse trabalho busca aumentar a
producdo de microalgas utilizando a vinhaca, um residuo da industria sucroalcooleira
altamente nutritivo e poluidor, e reutilizando residuos do préprio cultivo como suplementacao
nutricional ao meio de cultura. A microalga Chlorella sp. foi cultivada em meio Bold’s Basal
Medium (BBM) modificado, suplementado com de 5, 10 e 15% de vinhaca e residuos de
cultivos com diferentes concentragdes, reutilizados por até trés vezes. O sistema de cultivo
adotado foi o mixotréfico. Foram calculadas as velocidades especificas de crescimento
maximas e os tempos de geragdo dos cultivos suplementados com vinhaca e residuos de
cultivos. Calcularam-se as remocdes de Demanda Quimica de oxigénios dos cultivos
suplementados com vinhaca. Foram quantificados os teores de agucares redutores e lipidios
das biomassas cultivadas com 10% de vinhaga e sem suplementagdo. Foi verificado que os
cultivos suplementados com 5 e 10% de vinhaca apresentaram maior densidade celular que o
cultivo sem suplementacdo. As taxas de crescimento méaximas e os tempos de geracdo dos
cultivos com 5 e 10% de vinhaga foram muito préximas, diferente do cultivo suplementado
com 15% de vinhaga que apresentou inibicdo no crescimento. As remoc¢des de DQO foram
elevadas e em média 85%. A utilizagdo dos residuos de cultivos favoreceu o crescimento das
microalgas, apresentando melhores resultados os cultivos suplementados com residuos de
segunda reutilizacdo, em especial os cultivos suplementados com residuos originados de um
cultivo com adi¢@o de vinhaga. A biomassa da Chlorella sp. cultivada com suplementagao de
10% de vinhaga apresentou 11,50% de lipidios, 0,33% de agucares redutores. Estudos mais
aprofundados devem ser realizados para uma melhor caracterizacdo da biomassa para
verificar a influéncia da suplementacdo do meio com vinhaca na produgdo de proteinas e
carboidratos totais.

Palavras-chaves: Microalgas, Chlorella sp., vinhagca, residuos, biocombustiveis.



ABSTRACT

In the face of future scarcity of energy resources derived from oil and its derivatives, coupled
with the environmental impacts caused by rampant consumption of natural resources, it is
necessary to search for a renewable and clean energy. In the meantime, there are microalgae
with potential of biofuel production due to its high growth rate and productivity capacity of
lipids and carbohydrates. However, the high cost of maintenance still prevents its
manufacture. In this way, the present work aims to increase the production of microalgae
using vinasse which is a residue of highly nutritious sugarcane industry and a polluter, and
reusing waste from the own cultivation as a nutritional supplement to the culture medium.
The microalgae Chlorella sp. was grown in a modified Bold's Basal Medium (BBM),
supplemented with 5, 10 and 15% of vinasse and residues of cultivations with different
concentrations in what they were reused at maximum of three times. The adopted cultivation
system was the mixotrophic. Calculations were made to obtain the specific maximum speed
of growth and the generation times of cultivations supplemented with vinasse and cultivation
waste. Also, it was calculated the removals of Chemical Oxygen Demand (COD) of
cultivations supplemented with vinasse. For the next step, it was quantified the reducing
sugars and lipids of biomass cultivated with 10% of vinasse and without supplementation. It
was verified that the cultivation supplemented with 5 and 10% of vinasse showed higher cell
density than the unsupplemented cultivation. The maximum growth rates and generation
times of cultivations with 5 and 10% of vinasse were very close whereas cultivation
supplemented with 15% of vinasse showed growth inhibition. The removals of COD were
high and averaged at 85%. The use of cultivation residue has favored the microalgae growth,
presenting best results for the cultures supplemented with second reuse waste, in particular
cultures supplemented with residues derived from a culture with addition of vinasse. The
biomass of cultivated Chlorella sp. with supplementation of 10% of vinasse showed 11.50%
lipids, 0.33% of reducing sugars. Further studies should be performed to better characterize
the biomass to check the influence of the medium supplementation with vinasse in the
production of proteins and total carbohydrates.

Keywords: Microalgae, Chlorella sp., vinasse, waste, biofuels.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos que produzem glicose para sua nutricdo por meio de reacdes entre
diéxidos de carbono, dgua e luz solar, sdo denominados microalgas. Estes microrganismos
multiplicam sua biomassa em baixos periodos de tempo (BRENNAM; OWENDE, 2010) e
produzem substancias que podem ser extraidas e convertidas em produtos com maior valor
agregado como: carboidratos, lipidios, proteinas, bicombustiveis, corantes, enzimas,
antibiodticos e vitaminas (BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008).

As microalgas sdo compostas por organismos procaridticos, como as cianobactérias, e
eucaridticos, como as algas verdes unicelulares. Essa diversidade de espécies englobadas no
grupo de microalgas demonstra que ndo existe qualquer tipo de classificacdo quanto as
semelhancas das espécies, tal a taxonomia (BONINI, 2012).

A mais antiga forma de utilizacdo das microalgas que se tem noticia € para
alimentacdo humana. Uma espécie de biscoito era produzida por povos nativos da regido sub-
Saariana na Africa, e no México durante o periodo pré-colombiano (CIFERRI; TIBONI,
1985). A producgdo de microalgas com a finalidade de uso comercial iniciou na década de 60
com a producdo de suplementos dietéticos a partir da Chlorella e Spirulina, de bioprodutos
como o P-caroteno e a astaxantina da Dunaliella salina e do Haematococcus pluvialis,
respectivamente, e de outras espécies para alimentacido de bivalves na aqiiicultura. Também
na década de 60, foi estudada a utilizagdo das microalgas em programas espaciais como fonte
de alimentos e para renovagdo do ar (BENEMAN, 1990 apud BERTOLDI; SANT’ANNA;
OLIVEIRA, 2008, p.10).

Atualmente com a crescente preocupacdo do homem quanto a futura escassez dos
recursos energéticos originados do petrdleo e seus derivados aliado aos impactos ambientais
causados devido ao consumo desenfreado de recursos naturais faz-se necessério a busca por
producdo de energias alternativas e limpas. Nesse interim, surgem as microalgas como
potenciais de producdo de biocombustiveis devido sua capacidade de armazenamento de
lipidios e carboidratos, bem como, a alta taxa de crescimento (RAHEEM et. al, 2015).

Quanto a producdo de biocombustiveis, os cultivos de microalgas sdo mais produtivos
que as culturas oleaginosas, ndo necessitam de terras agricultdveis, ndo disputando assim com

as culturas de alimentos, e consomem menos dgua que as demais culturas agricolas.
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Entretanto, apesar de todas essas vantagens em relacdo as outras matérias - primas o alto custo
de manuteng¢do ainda inviabiliza a sua producdo (CHISTI, 2007).

O Brasil se destaca como referéncia em producio de energia alternativa, de acordo com
os dados da Agéncia Nacional do Petréleo, Gds Natural e Biocombustiveis (ANP) produziu
no ano de 2013 27,8 milhdes de m® de bioetanol, e para cada litro de bioetanol produzido
gerou em média dez litros de vinhaca (BRASIL, 2014; BRASIL, 2009). A vinhaca € um
residuo nutritivo muito utilizado para irrigacdo de lavouras, mas por ser altamente téxico o
seu excesso pode causar acidez de solos, lixiviagdo de corpos d’agua e eutrofizacdo de rios e
lagoas, causando assim um desequilibrio ambiental na fauna e flora.

Estudos mostram que as microalgas quando sdo cultivadas em meio mixotréfico, isto €,
quando possuem uma fonte de carbono organica inserida em seu meio de cultivo sintético
induzindo a heterotrofia, possuem uma maior taxa de crescimento que as microalgas
cultivadas em meio exclusivamente autotréfico e que a diversidade de substratos produzem
biomassas com diferentes composicdes. Essa capacidade de absor¢do de nutrientes simples e
complexos possibilita a utilizacdo das microalgas no tratamento de efluentes domésticos e
industriais diminuindo a carga organica e removendo os metais pesados do meio
(ANDRADE; COSTA, 2008).

Diante da necessidade de aumentar a producdo de microalgas e empregar a grande
quantidade de vinhaga gerada pelas usinas, esse trabalho tem por objetivo estudar o efeito
causado pela introdu¢do da vinhaga e de residuos de cultivo como suplementacdo ao meio de
cultura, para aumentar a produ¢cdo da microalga e diminuir os possiveis efeitos ambientais

causados pela mé disposi¢do dos efluentes.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a influéncia da vinhaca como suplementag¢do nutricional no cultivo da microalga
Chlorella sp. avaliando parimetros de crescimento, composi¢do da biomassa microalgal e

diminuicdo de carga organica do substrato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Calcular a taxa de crescimento e o tempo de geracdo da Chlorella sp. em meio de

cultivo semi-sintético suplementado com diferentes propor¢des de vinhaca;

Avaliar a reutilizacdo dos residuos de cultivo como suplementacdo nutricional da
Chlorella sp. por meio da taxa de crescimento e do tempo de geracdo da microalga em

diferentes cultivos;

Quantificar a remocao de demanda quimica de oxigénio, DQO, dos meios de cultivos

suplementados com diferentes proporc¢des de vinhaga;

Verificar os teores de lipidios e aguicares redutores das biomassas obtidas no cultivo de
Chlorella sp. cultivadas em meio semi-sintético sem adi¢do de vinhaca e com adic¢ao

de 10% de vinhaga;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUCAO E CONSUMO DE ENERGIA NO BRASIL

De acordo com os dados do Balanco Energético Nacional (BEN) do Ministério de
Minas e Energia, apresentados na Tabela 1, a oferta interna de energia em 2012 (total de
energia demandada no pais) atingiu 283,6 Mtep (milhdes de toneladas equivalentes de
petréleo), dos quais, 120,2 Mtep correspondem a oferta por meio de fontes renovéveis e 163,4

Mtep por meio de fontes ndo-renovéaveis.

Tabela 1 - Oferta interna de energia

Em Mte

Fonte 2012 ’ 2011
RENOVAVEIS 120,2 119,8
Biomassa de cana 43,6 42,8
Lenha e carvao vegetal 25,7 26,0
Outras renovaveis 11,8 11,1
NAO RENOVAVEIS 163,4 152,5
Petrdleo 111,2 105,2
Gas natural 32,6 27,7
Carvao mineral 15,3 15,5
Urénio (U30g) 4,3 4.2

Fonte — (Adaptado de BRASIL, 2013)

O petrdleo e seus derivados representaram no ano de 2012 39,2% de toda a oferta de
energia, em seguida, teve-se a biomassa da cana como maior representante das fontes
renovaveis com 15,4% de toda produgdo de energia.

O consumo de energia nacional durante o ano de 2012 foi de 253,4 Mtep, um aumento
de 3,1% referente ao ano anterior (BRASIL, 2013) causado pelo aumento da frota de

transportes de cargas e de veiculos leves. A Figura 1 apresenta o percentual de consumo de
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energia de cada setor, e segunda ela, os maiores consumidores de energia foram os setores da

industria e dos transportes com 35,1% e 31,3%, respectivamente.

Figura 1 - Percentual do consumo de energia no Brasil em 2012
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Fonte — (Adaptado de BRASIL, 2013)

A Figura 2 apresenta o percentual de producdo de energias renovdveis e ndo-
renoviveis na matriz energética brasileira, no mundo e no grupo de paises que compde a

Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Economico, OCDE.

Figura 2- Percentual de participa¢do na Matriz Energética
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Fonte — BRASIL (2013).
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Observa-se, na Figura 2, que em 2012 a participacdo de renovdveis na Matriz
Energética Brasileira manteve-se entre as mais elevadas do mundo, com um percentual de
42,4%, com pequena reducdo em relacdo ao ano anterior devido a menor oferta de energia
hidrdulica e de etanol. Referente 2 mesma pesquisa o Mundo apresentou uma participa¢do na
Matriz Energética de 13,2%.

O alto consumo de energia reflete diretamente na producdo de CO,, um gis
responsdvel pelo agravamento do efeito estufa, e conseqiiente aumento na temperatura global.
Sabe-se que combustiveis produzidos por fontes renovaveis produzem menos gases nocivos
ao meio ambiente quando comparados com combustiveis fosseis. As emissdes de CO,
medidas em toneladas por nimero de habitantes produzidas em 2010 pelos Estados Unidos,

pela Unido Européia, pela China e pelo Brasil estdo apresentadas na Figura 3.

Figura 3 - Emissdes de CO; per capita no ano de 2010
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Fonte — BRASIL (2013).

Segundo a Figura 3, em 2010 as emissOes brasileiras foram de 2,2 tCO,/hab, enquanto
os EUA emitiram 17,3 tCOy/hab e a Unido Européia 7,3 tCO,/hab, essa diferenca substancial

N

entre as emissdes nacionais € os outros paises se deve a grande participacdo de energias
renovaveis na matriz energética.

Segundo o BEN, do Ministério de Minas e Energia as emissdes antropicas associadas
a matriz energética brasileira atingiram 429,0MtCO;.eq (BRASIL,2013) e os setores que mais

foram responsdveis por essas emissoes estao distribuidos na Figura 4.
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Figura 4-Emissdes totais em MtCO, em 2012
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Fonte — BRASIL (2013).

Segundo a Figura 4 o setor de transportes foi o que mais emitiu CO, com 209,3
milhOes de toneladas sendo responsédvel por 48,8%, seguido pela industria com 89,6 milhdes
de toneladas de CO,, responsavel por 20,9% de toda emissao nacional no ano de 2012.

Esses dados apresentados revelam a importancia de se aumentar a producdo e o
consumo de combustiveis renovaveis de tecnologia limpa, surgindo assim as microalgas como
potencial para atender esse mercado que visa a necessidade dos transportes de carga com a

producdo do biodisel e os transportes de passeio com a produgdo de bioetanol.

3.2 BIOCOMBUSTIVEIS

A biomassa é considerada uma matéria-prima atrativa por ser um recurso renovavel
que pode ser desenvolvido de forma sustentdavel no futuro, produzir baixos teores de enxofre,
nao produzir liberacdo liquida de di6xido de carbono, visto que o CO, € absorvido e
incorporado na biomassa durante seu crescimento e por ter grande potencial econdmico caso o
preco dos combustiveis fosseis venha a aumentar no futuro (BALAT; BALAT, 2009).

De acordo a Lei n° 12.490, de 16/9/2011 os biocombustiveis sdo substincias derivadas
de biomassa renovavel, tal como biodiesel, etanol e outras substincias estabelecidas em
regulamento da Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), que

pode ser empregada diretamente ou mediante alteracdes em motores a combustdo interna ou
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para outro tipo de geracdode energia, podendo substituir parcial ou totalmente combustiveis
de origem f6ssil (BRASIL, 2014).

Os biocombustiveis sdo classificados de acordo com a biomassa empregada sua em
producdo. As biomassas ricas em sacarose como a cana-de-agicar e a betarraba, em amido
como o milho, e em Oleos vegetais como a semente de girassol e mamona, originam o
biocombustiveis de primeira geracdo. As biomassas ricas em agucares e amido sdo
convertidas em bioetanol por meio da fermentacdo de microrganismo e as biomassas ricas em
6leos sdo convertidas em biodiesel através de processos de transesterificacao (PAULO, 2011).

Biocombustiveis de segunda geracdo sdo produzidos a partir da bioconversao de
material lignoceluldsico em agucares fermentesciveis. Diferente da produ¢do do bioetanol de
primeira geracdo, nesse hd uma etapa de pré-tratamento que ird desagrupar a lignina da
celulose, e essa por hidrélise dcida ou enzimdtica ird ser rompida em cadeias menores de
carboidrato para possibilitar a fermentacdo. A producdo de biocombustiveis de segunda
geracdo visa ampliar a capacidade de produgdo das usinas sem a necessidade de aumentar a
area e plantio (LIMA et al., 2015).

A terceira geracdo dos biocombustiveis se caracteriza pelo uso da biomassa microalgal.
Estas podem ser utilizadas na producdo de bioetanol, biodiesel, biogds e biohidrogénio.
Segundo Cristi (2007) as microalgas sdo a unica fonte de biomassa capaz de atender a
demanda existente de biodiesel para o transporte, pois a producdo de 6leo de microalga
excede a produtividade das culturas oleaginosas mais produtoras (PENARANDA;
ROLDAN;VILLANUEVA, 2013; SOUZA et al., 2012; BRENNAM;OWENDE, 2010).

De acordo com a ANP a produgdo de biocombustiveis no Brasil estd localizada em
maior escala nas regides Sudeste e Centro-Oeste, sendo a regido Sudeste maior produtora de
bioetanol e a regiao Centro-Oeste a maior produtora de biodiesel. A biomassa utilizada na
producdo de bioetanol € a cana-de-actcar e as matérias-primas mais utilizadas na producao de
biodiesel sdo o 6leo de soja, a gordura animal e o 6leo de algoddo. Em 2013 a producdo de
bioetanol foi de 27,8 milhées de m3, um aumento de 18,1% se relacionada ao ano anterior €
de 2,9 milhdes de m® de biodiesel (B100) 7,4% maior que a producdo de 2012, mas ainda

assim inferior a capacidade nominal de producdo que é de 8 milhdes de m® (BRASIL, 2014).
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3.3 MICROALGAS

As microalgas sdo microrganismos de hdbitat aquético, podendo ser de 4gua doce ou
marinha. Na natureza sdo grandes responsdveis pelo balanco global da fotossintese, € no mar
representam a base da cadeia alimentar como produtores primdrios, sendo assim fundamentais
no equilibrio dos ecossistemas costeiros e oceanicos (LOURENCO, 2006). Sao
microrganismos muito diversificados, mas como caracteristicas gerais sao unicelulares, alguns
sdo formadores de coldnias, geralmente sdo fotoautotorifos e por apresentarem pigmentos
fotossintetizantes sao coloridos (OLAIZOLA, 2003).

Dentre os organismos fotossintetizantes elas possuem o mais rdpido crescimento
celular, e para produzir uma tonelada de biomassa microalgal consomem cerca de duas
toneladas de CO, (MALLICK et al., 2012).

Por serem microrganismos muito heterogéneos possuem uma composi¢do bioquimica
bastante diversificada para cada espécie. A composicdo celular também € afetada por fatores
ambientais como luz e temperatura e pela forma que sdo cultivadas (CARDOSO; VIEIRA;
MARQUES, 2011).

A tecnologia de microalgas € altamente promissora devido a diversidade de aplicagdes
da biomassa em dreas relevantes, tais como: alimentagdao humana pela ingestao de produtos
nutracéuticos (BELAY et al., 1993); nutricdo animal através da fabricagdo de ragdes para
aqiiicultura (JAMALIL, AHMADIFARD;ABDOLLAHI, 2015), producdo de bioetanol,
biodiesel (CHISTI, 2007; CHEN et al., 2011, SCHENK, et al., 2008), biogds (MUSSGNUG
et al., 2010) e biohidrogénio (BRENNAN; OWENDE, 2010), tratamento de efluentes
domésticos e industriais (SCHMITZ; MAGRO; COLLA, 2012), producdo de pigmentos
(VALDUGA et al., 2009) e fertilizantes, entre outros.

3.3.1 Chlorella sp.

As microalgas do Género Chlorella pertencem ao Dominio Eukaryota, Reino Plantae,
Subreino  Viridiplantae, Filo Chlorophyta, Sub-filo Chlorophytina, Classe
Trebouxiophyceae, Ordem Chlorellades e Familia das Chlorellaceae (GUIRY, 2015).
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Podem ser encontradas em diversos habitats, como lagos, valas de terras tmidas,
oceanos e mares. Quando secas apresentam em média 20% de 6leo, 45% de proteinas, 20% de
carboidratos e 10% de minerais e vitaminas (PHUKAN et al., 2011).

Sado fotossintetizantes e apresentam caracteristicas semelhantes as plantas superiores:
clorofila a e b, pigmentos, amido como carboidrato de reserva e parede celular rigida (WEIER

et al., 1982; RAVEN; EVERT; EITCHHORN, 1992).

3.4 MICROALGAS COMO FONTE DE BIOCOMBUSTIVEIS

Diante do aumento da temperatura global, em virtude das altas emissdes de gases de
efeito estufa, vé-se como uma alternativa mitigadora para reducdo nas emissoes de didxido de
carbono um maior desenvolvimento de combustiveis bioldgicos, uma vez que os mesmos nao
inserem mais carbonos nos ecossistemas, pois utilizam os carbonos presentes na biosfera,
diferente dos combustiveis fosseis que além de serem mais poluentes inserem na atmosfera
fragdes de carbono que ndo estavam presente nos ecossistemas superficiais (LOURENCO,
2006).

As microalgas surgem como uma alternativa promissora na producdo de
biocombustiveis. Sua composi¢do rica em carboidratos, lipidios e proteinas fornece matéria-
prima para producdo de diversos combustiveis como: biodeisel, bioetanol, biogds e
biohidrogénio. A selecdo da espécie utilizada no cultivo é fator decisivo para uma maior
producdo da substancia desejada.

A Tabela 2 apresenta algumas espécies de microalgas produtoras de lipideos e suas

respectivas quantidades em massa seca.
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Tabela 2 - Porcentagem lipidica de algumas microalgas

Conteudo de o6leo (%

Microalga massa seca)
Botryococcus braunii 25-175
Chlorella sp. 28 —-32
Crypthecodinuim cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16 —37
Dunaliella primolecta 23
Isochysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsos sp. 31 -68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45 —-47
Phaeodactylum tricornutum 20 -30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: CHISTI (2007)

As vantagens do uso de microalgas como matéria-prima para producdo de

biocombustiveis em relacdo as plantas superiores sdo descritas por Ferreira (2012), tais como:

e As microalgas apresentam elevadas taxas de crescimento, podendo sofrer de 1 a 3
duplicagdes por dia. Produzem em média 20-50% de lipidios que sao armazenados

em suas cé€lulas;

e O rendimento na producdo de Oleo por drea utilizada € maior no cultivo de

microalgas do que no plantio das oleaginosas mais produtivas;

e O cultivo de microalgas ndo compromete a producdo agricola convencional, pois
ndo necessita de terras ardveis e pode utilizar dgua salobra, salgada e salgada

costeira;
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e As microalgas podem utilizar diversas fontes de dguas residuais como substrato
para captarem nitrogénio e fosforo necessdrios a sua nutri¢do, proporcionando o

beneficio da biorremediagdo a esses efluentes;

e O cultivo das microalgas ndo necessita de herbicidas nem de pesticidas para

produzir diversos compostos com alto valor agregados;

3.5 CULTIVOS DE MICROALGAS

As microalgas sdo capazes de se adaptarem as alteracdes ambientais promovendo um

desvio em suas rotas metabdlicas. Podem assumir metabolismos diversos para produgdao

energia (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010) e a partir dai define-se o tipo de cultivo para

a producdo do microrganismo. De acordo com Chojnacka e Marquez-Rocha (2004) os

cultivos de microalgas podem ser:

Photoautotréfico: quando a luz € usada como tnica fonte de energia, sendo convertida
em energia quimica através das reagdes de fotossintese que envolvem as moléculas de

agua e dioxido de carbono;

Heterotréfico: quando somente compostos organicos sao usados como fonte de
carbono e energia. O cultivo heterotréfico das microalgas deve ser feito com auséncia

de luz;

Mixotréfico: quando as microalgas sdo cultivadas sob iluminagdo e na presenca de
compostos organico e CO, inseridos em seu meio, sendo a fotossintese a principal
fonte de energia. Um caso especifico é a anfitrofia em que a concentragdo de
compostos organicos e a intensidade da luz disponivel induzem o metabolismo para

autotrofia ou heterotrofia do microrganismo;

Fotoheterotréfico: quando a luz é necessaria para promover as reacdes que degradam

0s compostos organicos inseridos no meio de cultivo.
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Para a producdo comercial da biomassa de microalgas utilizam-se sistemas de grande
porte. Estes podem ser abertos ou fechados, utilizando luz solar direta ou indireta, luz
artificial ou até mesmo ser isento de iluminagcdo como no caso de cultivos heterotréficos.

Como exemplo de sistema de cultivo aberto tem-se lagoas naturais, tanques circulares,
tanques raceway e tanques agitados. A Figura 5 apresenta o cultivo de Chlorella produzida no

parque industrial de Taiwan em tanque circular.

Figura 5 — Tanque circular para cultivo de microalgas

Fonte: http://www.paversul.com.br/chlorella_taiwan

Podem ser vistos na Figura 6 dois tipos de cultivos abertos de microalgas, a direita

tém-se cultivo em lagoa agitada e a esquerda em tanque tipo raceway.


http://www.paversul.com.br/chlorella_taiwan
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Figura 6 - Tanques raceway e lagoas agitadas

Fonte: (GOUVEIA, 2011)

Os sistemas de cultivos fechados que recebem iluminacdo sdo chamados de

fotobiorreatores. Normalmente sdo cilindricos, tubulares ou planos, como visto na Figura 7.

Figura 7 - Fotobiorreator tubular

Fonte: http://www.algaenergy.es/wp-content/uploads/tubular-cerrado-y-columnas-

burbujeo?2.jpg

Os sistemas de cultivo abertos sdo mais baratos e de mais facil manuten¢do que os

fotobiorreatores, entretanto estio mais sujeitos a contaminagdo, alteragdes de temperatura e



28

variacdes de luminosidade. A Tabela 3 apresenta uma comparac¢do sob vdrias varidveis de

processos entre os sistemas de cultivos abertos e fechados.

Tabela 3 - Comparativo entre sistemas de cultivos abertos e fechados

Sistemas de Cultivos de
Microalgas

Controle de contaminagao

Risco de Contaminagao

Sistemas Fechados Sistemas Abertos
(PBRs) (Lagoas)
Facil Dificil
Reduzido Alto

Pode ser realizada Néo pode ser

Esterilizacdo realizada
Controle de processo Facil Dificil
Controle de espécies Facil Dificil

Homogeneizacao Uniforme Deficiente
. ~ Batelada ou semi- Batelada ou semi-
Regime de operacio . .
continuo continuo
. Depende da
Espaco requerido produtividade PBRs ~ Lagoas
Razdo area/volume Alta (20-200 m']) Baixa (5-10 m'l)]
Densidade celular Alta Baixa
Investimento Alto Baixo
Alto Baixo

Custo da operacao

Capital/custo de operacado de

Lagoas 3-10 vezes menor PBRs > Lagoas

lagoas custo
Eficiéncia na utilizacio da luz Alta Baixa
Temperatura mais cor
Controle de temperatura bet Dificil
uniforme
Produtividade 3-5 vezes mais produtivo Baixa

Perda de dgua

Depende do projeto de PBRs ~ Lagoas

Estresse das algas por
hidrodindmica

Evaporacao do meio de
crescimento

refrigeracdo
Baixo-Alto Muito baixo
Baixa Alta




29

Controle da transferéncia de

Alto Baixo
gases
Depende de pH,
Perda de CO, alcalinidade, etc. PBRs ~ Lagoas
Inibi¢ao por O, Mais problemas em PBRs PBRs > Lagoas

3-5 vezes mais

Concentracao de Biomassa )
§ crescimento em PBRs

PBRs > Lagoas

Scale-up Dificil Dificil
Fonte: (Adaptado de MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

3.6 METODOS DE SEPARACAO DA BIOMASSA DE MICROALGAS

A recuperacdo da biomassa do meio de cultivo representa um dos maiores obstaculos
para a producdo de biocombustiveis de terceira geracdo. Em geral, o processo de separacio se
dd por meio de operacdes unitdrias de separacdo sélido — liquido e o custo energético
empregado € muito dispendioso, segundo Gudin e Therpenir (1986) representa entre 20 —
30% do custo total da producio.

As principais técnicas de separacdo da biomassa empregadas atualmente sdo:
filtracdo, centrifugacdo, floculagdo e flotagio (UDUMAN et al., 2010).

A separacdo por meio da filtracdo consiste em passar o meio de cultivo contendo as
células em um filtro, membrana porosa ou tela de malha. E ideal para o tratamento de
pequenos volumes, pois as células das microalgas tendem a entupir rapidamente o meio
filtrante e o processo perde muita eficiéncia (FERNANDES, 2013).

A centrifugacdo € um processo de separacdo que utiliza alta rotacdo para impor as
células uma forca que as faz deslocar para o fundo do recipiente. Pode ser utilizada para
pequenos volumes como as centrifugas de bancada ou em escalas industriais, porém com
elevado gasto energético. A eficiéncia na centrifugacdo depende dos didmetros das células, do
tempo de residéncia, e da profundidade do liquido (GRIMA et al., 2003; HEASMAN et al.,
2000).

A floculagdo promove a aglutinagio e decantacio das células de microalgas. E um

processo bastante adequado na separacdo de biomassa em sistemas de grande porte, pode ser
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realizado espontaneamente ou induzido através de alteracdes do pH do meio por adi¢do de
agentes floculantes. Os agentes floculantes mais utilizados s@o bases e 4cidos, fortes, sais
inorgénicos e cal (NaOH, HCI, Aly(SO4)3, Fe2(SO4)3, FeCls, e CaO) (LOURENCO, 2006).

A flotacdo é um processo de separacdo que se caracteriza pela introducio de bolhas de
ar no meio aquoso de forma que as bolhas adsorvam as particulas presentes no meio e as
arraste para a superficie do liquido. De acordo com o tamanho das bolhas produzidas no
processo de flotacdo a metodologia pode ser dividida em flotagcdo por ar dissolvido (FAD),
flotag@o por ar disperso e flotagdo eletrolitica (CHEN et al., 2011). No processo de FAD as
bolhas sdo criadas por despressurizacao de um fluxo de dgua saturado com ar (UDUMAN et
al., 2010), na flotacao por ar disperso a producdo das bolhas € feita pela combinacdo de um
sistema de injecdo de ar com um agitador mecéanico de alta velocidade (RUBIO; SOUZA;
SMITH, 2002) e na flotacdo eletrolitica micro-bolhas de gases sdo produzidas por eletrdlise
da 4gua com a utilizagdo de eletrodos de sacrificio (ALFAFARA et al.,2002).

Christenson e Sims (2011) acreditam que estudos de otimizacdo dos processos de
autofloculacdo podem ser a chave para reduzir parcialmente os custos da produgdo de

microalgas e ainda com o beneficio de ndo se adicionar produtos quimicos as mesmas.

3.7 METODOS DE ROMPIMENTO CELULAR

Os compostos produzidos pelas microalgas ficam armazenados em seu interior e para
serem extraidos das células estas devem ser rompidas. A parede e as membranas celulares das
microalgas sdo bastante resistentes e a escolha do método adequado € fundamental para
aumentar a eficiéncia da extragdo dos compostos desejados (LEE et. al., 2010).

Os métodos de rompimento celular sao classificados quanto a forma de rompimento,
estes podem ser fisicos ou ndo-fisicos. Os métodos fisicos mais estudados sdo: moinho de
pérolas, a termolise, micro-ondas, homogeneizador de alta pressdo e ultrassonicagdo,
enquanto os ndo-fisicos utilizam 4cidos, bases, enzimas ou choques osméticos (HALIM;
DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Halim et al., (2012) estudaram a alguns métodos de rompimento celular em escala
laboratorial utilizando a microalga Chlorococum sp. Os métodos comparados foram:
homogeneizacdo sob alta pressdo, ultrassonica¢ao, moinho de pérolas e tratamento com 4cido

sulfirico. Os parametros utilizados na avaliacdo foram a redugdo de células intactas na
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contagem e a diminui¢do do didametro médio das coldonias. Os melhores resultados obtidos no
rompimento celular foram pela homogeneizacao sob alta pressdo e pelo tratamento com 4cido
sulfurico.

O rompimento celular é um processo que requer bastante energia e Segundo Lee,
Lewis, Asman (2012), em escala laboratorial, a energia necessdria para o rompimento da
célula por métodos mecénicos é maior que a energia que se pode obter da microalga e que
esse balango energético negativo mostra a necessidade de haver mais pesquisas e inovagdes

nas dreas de rompimento celular e extracdo de lipidio para que se possa produzir

biocombustiveis de baixo custo.

3.8 CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

O crescimento das microalgas € influenciado por diversos fatores como: luminosidade,
temperatura, pH do meio de cultivo, pela quantidade de nutrientes presentes, pela vazao de
aeracao, entre outros.

Para as microalgas fotoautotréficas a luz é a principal fonte de energia. Ela induz as
atividades enzimdticas, influencia na sintese de proteinas (RUYTERS, 1984; UMINO;
SATOH; SHIRAIWA, 1991), na producdo de biomassa e na taxa de crescimento (LACAZ-
RUIZ, 1996; DERNER, 2006).

A composicdo das microalgas e o crescimento celular sdo influenciados pela tempe
ratura. Cada espécie apresenta resposta diversa a essa influéncia (FERREIRA, 2012). A faixa
de temperatura ideal para que se aumente a composicao de carboidratos e diminua a producao
de proteinas da Chlorella sp. é entre 25 °C e 35 °C (OGBONNA; TANAKA, 1996).

O pH 6timo para o cultivo de microalgas verdes estd na faixa entre 4,0 e 8,5. O pH do
meio € influenciado pelas propor¢des entre carbonatos, bicarbonatos e di6xidos de carbono
(LOURENCO, 2006).

O meio de cultivo para producdo da Chlorella sp. deve conter em média, para cada
100 partes de carbono, 15 partes de nitrogénio, 5 partes de fésforo, 2,5 de magnésio, 1,8 de
potassio e 1,6 partes de enxofre ( FERREIRA, 2012). Segundo Cozza (1999) o gasto com

substratos para producdo de microalgas pode representar até 60 % do custo total de produgdo.
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A aeracdo dos cultivos de microalgas proporciona agitacio no meio, evitando
estratificacio térmica, mantém as células em suspensdo e evita a formacao de gradientes de

concentracao de nutrientes (BECKER; VENKATARMAN, 1981).

Para avaliar a influencia de qualquer um desses fatores é necessdrio que se faga o

estudo do crescimento da microalga. A curva de crescimento microbiano em funcio do tempo

¢ apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Curva de crescimento microbiano representada em ordenadas lineares (A) e
semilogaritimas (B).

\

1 1O

Log X

Fonte:(Adaptado de BORZANI et al., 2001).

As fases do crescimento microbiano apresentadas na Figura 8, sdo:

e Fase 1- Conhecida como fase “lag”, essa fase se segue imediatamente apds a

inoculagdo do microrganismo no meio de cultivo. E um periodo de adaptacdo em que

as células irdo sintetizar as enzimas necessdrias para degradar os componentes

presentes no meio. Nessa fase ndo hé crescimento celular;

e Fase 2 —E a fase de transi¢do, nesta fase os microrganismos comecam a se reproduzir;
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e Fase 3 — Fase exponencial, também conhecida como fase “log”. Nela a velocidade de
especifica de crescimento € proporcional a concentragdo de células, constante e

maxima,

e Fase 4 - Fase de crescimento linear, existe um decaimento na velocidade especifica de

crescimento devido limita¢des no transporte de nutrientes;

e Fase 5 — Fase de desaceleracdo. Diminui¢do do crescimento devido esgotamento dos

nutrientes e devido ao acumulo de metabdlitos inibidores;

e Fase 6 — Fase estaciondria, a concentracdo de células atinge o ponto maximo e existe

um equilibrio entre a taxa de crescimento e de morte do microrganismo;

e Fase 7 — Fase de declinio, caracterizada pela diminuicdo da biomassa, o nimero de

células que morrem € maior que o ndmero de células que sdo geradas.

Os parametros cinéticos de crescimento das microalgas sdo calculados na fase
exponencial. Como nesta fase a velocidade especifica de crescimento (px ) ¢ maxima ela
passa a ser chamada velocidade especifica de crescimento maximo (Ums). A velocidade de

crescimento € diretamente proporcional a concentragdo X, isto é:

X
—=u_X
dl' /’lmax (01)

Onde:
X € a concentracao de células

t € o tempo de cultivo

Integrando-se a equagdo 01, temos

x dX ¢
Xi 7 = -[i Iumdxdt

InX —InXi =, (t—ti)
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InX=u,, (t—ti)+InXi (02)

A representacdo de InX versus o tempo de cultivo, na fase exponencial, resulta em
uma reta, com coeficiente angular igual a velocidade especifica mdxima de crescimento.
A fase exponencial também € caracterizada pelo tempo de geragdo ty, que € 0 tempo

necessario para dobrar o valor da concentracdo celular (X = 2Xi).

In2Xi=yp, (t—ti)+InXi (03)
In ﬁ = t
Xl /uma’x g
__In2 0693 0
¢ /’lméx /ledx

Como pmsx € constante entdo t, também € constante nesta fase (BORZANI et al., 2001).

3.9 VINHACA

A vinhaca, também conhecida como restilo ou vinhoto, é um sub-produto gerado pela
fermentagdo alcodlica nas industrias sulcroalcooleiras. O Brasil, como maior produtor
mundial de etanol de cana-de-aguicar produz em média 278 bilhdes de litros de vinhaca ao
ano, visto que, para produzir um litro de etanol sdo gerados em média dez litros de vinhaca
(BRASIL, 2014).

E uma substincia com alto valor nutritivo e por isso muito utilizada como fertilizante
nos canaviais, porém altamente poluente, cerca de cem vezes mais que os esgotos domésticos.
Apresenta baixo pH, elevada temperatura quando sai dos destiladores, alta carga organica e
por isso uma elevada Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). Em conseqiiéncia de apresentar
todos esses fatores poluentes é altamente nociva a fauna e a flora (FREIRE; CORTEZ, 2000).

A vinhaca € considerada um residuo sé6lido, apesar da aparéncia liquida, pela NBR
10.004 da Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas, ABNT (2004), pois pelos padroes
exigidos pela lei ndo h4 solug@o convencional para seu tratamento. Um estudo realizado por

Elia Neto e Nakahodo (1995) verificaram a carga poluidora da vinhaga em 28 usinas da
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Copersucar, as usinas produziram uma média de 10, 85 litros de vinhaca com 175gDBO/L

para cada litro de etanol (BRASIL, 2009).

A Tabela 4 apresenta a composi¢ao e as caracteristicas fisico — quimicas das vinhacas

estudadas por Elia Neto e Nakahodo (1995).

Tabela 4 - Valores minimos, médios e maximos do pH, temperatura, nutrientes e de outros

componentes encontrados na vinhaca.

Parametros Minimo Média Maximo
pH 3,5 4,15 4,9
Temperatura 65 89 111
Sélidos Tot. (mg L) 10780 25155 38680
N Total (mg L™) 90 357 885
Aménia (mg L) 1 11 65
P Total (mg L™ 18 60 188
K Total (mg L™ 814 2035 3852
Cilcio (mg L™ 71 515 1096
Magnésio (mg L™) 97 226 456
Sédio (mg L™ 8 52 220
Manganés (mg L 1 5 12
Ferro (mg L'l) 2 25 200
Cloreto (mg L™) 480 1219 2300
Sulfato (mg L™) 790 1538 2800
Sulfito (mg L") 5 36 153
Etanol (%) 0,01 0,09 1,19
Levedura (%) 0,38 1,35 5
Glicerol (%) 0,26 0,59 2.5

Fonte: (ELIA NETO; NAKAHODO,1995 apud BRASIL, 2009).

Observando a Tabela 4 pode-se comprovar alguns fatores poluentes da vinhaga, pelo

seu baixo pH em torno de 4,15 e sua elevada temperatura em torno de 89 °C, mas verifica-se

também na mesma tabela fatores nutritivos como: nitrogénio, fésforo, potassio, cdlcio e

magnésio, elementos fundamentais para nutricao dos seres vivos.
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Segundo Silva, Griebeler e Borges (2007) a utilizacdo da vinhacga para fertirrigacao
pode ocasionar modificagdes nas propriedades fisicas dos solos e contaminar as 4dguas
subterraneas e superficiais de diferentes formas. Quando o solo sofre agregagdo a capacidade
de infiltracdo € aumentada e as dguas subterrineas podem ser contaminadas por meio de
lixiviacdo dos fons. Em outro caso, a vinhaca pode ocasionar no solo a dispersdao das

particulas e reduzir a taxa de infiltracdo promovendo o aumentando do escoamento e a

possivel contaminacdo de dguas superficiais.

3.10 ESTADO DA ARTE

Marques et al., (2013) estudaram o crescimento da Chlorella vulgaris em vinhaca
tratada por digestores anaerdbicos. A vinhaca foi diluida com esgoto doméstico tratado para
ter uma Demanda Quimica de Oxigénio- DQO corrigida para 2g.L"' e posteriormente foi
tratada por digestdo anaerobica. Trés condicOes de crescimento da Chlorella vulgaris foram
estudadas: crescimento em 100% de vinhaca, em 50% de vinhaga e 25% de vinhaca. As
dilui¢des dos meios foram feitas com efluente de esgoto doméstico tratado. Os cultivos foram
iluminados durante periodo de 12 horas. Obtiveram uma velocidade especifica de crescimento
maximo (Umax ) 0,76 d’ para o cultivo com 100% de vinhaca, 0,56 d’ para o cultivo com 50%
de vinhaca e 0,45 d’ para o cultivo com 25% de vinhaga. O teor de lipidios obtido nas
microalgas foi 23,68%, 24,95%, 26,45% para os cultivos com 100%, 50% e 25% de vinhaca,
respectivamente. Constataram que a vinhaca sem tratamento em concentragcdes acima de 4%
¢ altamente toxica para Chlorella vulgaris e que € possivel integrar o industria sucroalcoleira
com o cultivo microalgas através da digestao anaerdbica da vinhaca.

Barrocal et al., (2010) estudaram o cultivo mixotrépico de Spirulina mdxima em meio
Schlosser suplementado com vinhaca de acguicar de beterraba com as concentracdes variando
dela?7 g.L’1 e com vinhaca alcalinizada e diluida variando de 2 a 5 g.L'l de concentracdes.
Os resultados obtidos em ensaios de batelada mostraram que S. maxima foi capaz de crescer
em meio Schlosser contendo até 5 g.L” (corresponde a 0,5%) de vinhaca e de vinhaca
alcalinizada e diluida. As concentragdes de biomassa e velocidades especificas de crescimento
obtidas foram 3,5 g.L'l e 0,08 d"' o que corresponde a aproximadamente 0,003 h'e tempo de
geracdo 208 h no cultivo suplementado com vinhaga alcalinizada e diluida e 4,8 g.L'1 de

concentracio de biomassa e 0,17 d' de velocidade especificas de crescimento o que
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corresponde a 0,007 h™ e tempo de geracio de 97,85 h no cultivo suplementado com vinhaca.
Concluiram que a vinhaga produz um efeito positivo no crescimento das microalgas.

Bonini (2012) estudou o cultivo Aphanothece microscopica Ndigeli e da Chlorella
vulgaris em meios sintéticos com adicdo glicose, acetato de potdssio, glicerol e em vinhaca
previamente tratada por hidrolise 4cida e autoclavada. Nos ensaios mixotréficos utilizou as
concentragdes 25 gL' e 12,5 g.L"" de glicose, 0,5 g.L " e 1,25 gL de acetato de potdssio e
0,46 g.L'1 e 0,92 g.L'1 de glicerol como ideais para o cultivo de Aphanothece e Chlorella,
respectivamente, obtendo uma velocidade especifica de crescimento maximo (Umsx ) entre
0,0072 hle 0,043 h'l. No cultivo heterotréfico em vinhaga obteve uma velocidade especifica
de crescimento de 0,1496 ht para Aphanothece com remocgao de 60,8% de DQO e no cultivo
de Chlorella o pnms foi  0,0024 h! com 25% de remocdao de DQO. De acordo com os
resultados apresentados, acreditam que a vinhaga € uma alternativa para o aproveitamento de
dguas residudrias com a possibilidade de produzir biomassa de alto valor agregado a partir de
um meio de baixo custo.

[llman e Shales (2000) estudaram o valor caldrico de cinco linhagens de Chlorella
cultivadas em meio Watanabe (microalgas dulcicolas) e Guillards (microalgas marinhas) e em
meios com baixos teores de nitrogénio. As microalgas estudadas foram as espécies de dguas
doces C. vulgaris, C. emersonii, C. protothecoides e C. sorokiniana e a C. minutissima,
espécie marinha. O melhor crescimento obtido foi pela C. vulgaris em meio Watanabe sem
reducdo de nitrogénio. A taxa de crescimento especifica foi de 0,99 d”' o que corresponde a
0,041 h™' e um tempo de geracdo de aproximadamente 16,80 horas. Concluiram também, que
o valor caldrico estd mais relacionado ao teor de lipidios do que a qualquer outro elemento
das microlgas.

Bertoldi et al., (2007) estudaram a biorremediacdo de nitrogénio e fésforo de solucao
hidropdnica residual utilizando a microalga Chlorella vulgaris. Estudaram trés concentracoes
de solucdo hidroponica residual: 100% 50%, 25%, as diluigdes foram feitas com agua
deionizada. Obtiveram uma remogao de 82,2% de amonia, 80,50% de nitrato, 84,2% de nitrito
e 51,9% de fésforo total, utilizando a solug¢do hidropdnica residual sem diluicao (100%) como
meio de cultura. Concluiram que a Chlorella vulgaris é efetiva na remoc¢ao dos elementos em
estudo e que a solug@o hidropoOnica residual apresentou ser uma alternativa como meio de

cultura para producao de biomassa algal.
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Gouveia e Oliveira (2009) analisaram seis espécies de microalgas quanto aos teores de
lipidios. As microalgas estudadas foram Chlorella vulgaris, Spirulina maxima,
Nannochloropsis sp., Neochloris oleabundans, Scenedesmus obliquus € Dunaliella tertiolecta.
A Neochloris oleabundans e a Nannochloropsis sp. provaram ser as mais indicadas para
producdo de biocombustiveis pois apresentaram, respectivamente, 29 % e 28,7 % de lipidios,
em contrapartida a Cholrella vulgaris apresentou um baixo teor de lipidios com apenas 5,1%.
Porém, quando cultivadas em meio de cultivo deficiente de nitrogénio todas as espécies
apresentaram um aumento na producdo de lipidios, aproximadamente 50%.

Matos et al., (2015) estudaram os teores de proteinas e lipidios da Chlorella sp.
cultivada em meio de cultura BBM modificado pela adi¢do de extrato de levedura e 250
mL.L"" de concentrado de dessaliniza¢do residual. Os cultivos foram desenvolvidos em
fotobiorreatores cOnicos invertidos, com capacidade de 4 L, e mantidos durante 28 dias,
resultando em 4 ciclos de cultivos. A cada ciclo o cultivo era centrifugado em centrifuga
refrigerada e o meio era recomposto quimicamente com 10 mL.L" de nitrato de sédio e
devolvido ao fotobiorreator para novo ciclo. O primeiro ciclo de cultivo apresentou maior
teor de proteinas (48,8%). O maior teor de lipideos (11,4%) foi obtido no segundo ciclo de
cultivo. Foi observado, também, em seus estudos que a produtividade em biomassa (Pg) esta
diretamente correlacionada com a produtividade lipidica (Pr), indicando que quanto maior a
Ps maior serd a Pr. Os autores demonstraram que € possivel utilizar o concentrado de
dessalinizacdo residual como meio de cultura alternativo e obter biomassa ao longo de quatro
ciclos de cultivo sem comprometer a producdo de lipidios e proteinas.

Fu et al., (2010) estudaram a hidrélise da parede celular da Chlorella sp. por meio da
reacdo enzimdtica para producdo de acucares redutores e extracdo de lipidios. O cultivo de
microalgas foi centrifugado e as células foram lavadas para retirada de sal marinho residual e
secas em liofilizador. O substrato para reacdo enzimética foi preparado com 0,3 g de biomassa
e 15 mL de tampdo acetato. Sob condi¢des 6timas de hidrolise a celulase converteu 62% de
celulose. O rendimento da reacdo manteve-se em 40% depois de 5 vezes de reutilizacdo da
enzima e a eficiéncia do processo de extracao de lipidios aumentou de 32% para 56%.

Ferreira (2012) estudou o desenvolvimento da Chlorella sp. e da Chlorella vulgaris
em meio Bold’s Basal Medium modificado com adicdo de concentrado de dessalinazacdo de
dgua salobra via osmose inversa. O estudo foi realizado em duas etapas, uma em escala de

bancada e outra a céu aberto. No estudo em escala de bancada a Chlorella vulgaris apresentou
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maior produtividade atingindo um crescimento de 5,9){107 cel.mL‘l, e 8,56% de lipidios. No
cultivo a céu aberto os resultados nao foram satisfatérios devido a variagdo de temperatura e

luminosidade, a biomassa apresentou 2,88% de lipidios.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 A MICROALGA Chlorella sp.

A cepa de microalga utilizada no presente estudo foi a Chlorella sp. presente no
Laboratorio de Saneamento Ambiental da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) da cidade de
Campina Grande, Estado da Paraiba. As culturas de microalgas eram mantidas em frascos
Erlenmeyers a 26 °C +2 °C, agitadas por meio de injecdo direta de ar comprimido, iluminadas por
lampadas fluorescentes de 40W que proporcionaram uma iluminagdo de 4 klux durante um
periodo de 12 h didrias. Semanalmente eram repicadas em novos cultivos para que nao houvesse
perda da atividade celular devido o envelhecimento das células, escassez de nutrientes e acimulo
de metabdlitos no substrato. A Figura 9 mostra a fotomicrografia da Chlorella sp. utilizada em todo

o estudo.

Figura 9 - Fotografia da Chlorella sp. vista através de microscépio com aumento de 400x

Fonte: Préprio Autor

4.2 O MEIO DE CULTIVO

O meio de cultivo utilizado para manutencdo de estoque e para o crescimento da
microalga Chlorella sp. foi1 o Bold’s Basal Medium (BBM) que é recomendado pelo Centro
de cultura de Algas e Protozodrios de Cambridge (CCAP) com suplementacdo de 0,30 g.L™!
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de extrato de levedura. O pH do meio é aproximadamente 6,5 e a composicio do BBM

modificado esta descrita na Tabela 5.

Tabela 5 - Composicao do meio de cultivo Bold's Basal Medium modificado

Nutrientes Concentracao (mg.L'l)
K,;HPO, 75
KH,PO4 14

MgS04.7H,0 75
NaNO; 90
CaCl,.2H,0 25
NaCl 25
EDTA-Nay 50
FeSO,4. TH,O 4,98
H;BO; 11,42
MnCl,. 4H,0 0,232
ZnS04. TH,O 1,41
CuS04.5H,0 0,252
NaMoO.. 2H,0 0,192
CoCl,. 6H,O 0,080
Extrato de levedura 300

Fonte: (CONNON, 2007)

4.3 A VINHACA

A vinhaca utilizada na pesquisa foi disponibilizada pelo Engenho Triunfo, industria de
cachaca situada no municipio de Areia e pelo Laboratério de Produtos Fermento/Destilados
(LPFD) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) da cidade de Jodao Pessoa, ambos do
Estado da Paraiba.

Foi realizado um tratamento fisico-quimico na vinhaca para evitar a inibi¢do do

crescimento da Chlorella sp., em virtude do baixo pH, aproximadamente 3,5, e da grande
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quantidade de materiais suspensos que poderiam dificultar o processo de fotossintese das

células.

4.3.1 Tratamento da vinhaca

A vinhaga foi colocada para decantar, a temperatura ambiente, em copos béqueres com
capacidade volumétrica de 1 L. Apds 24 h de repouso, a vinhaga clarificada foi armazenada
sob refrigeracdo, na geladeira, e o material decantado foi descartado.

O pH da vinhaca foi sempre corrigido minutos antes de ser adicionada ao meio de
cultura. A vinhaca clarificada foi retirada da geladeira e deixada repousar para que atingisse a
temperatura ambiente. Pequenas aliquotas (1 a 2 mL) de solucdo de hidréxido de sddio
(NaOH) a 10% de concentracdo em massa foram adicionadas a vinhacga, sob constante

agitacdo, sempre verificando o pH, em pHmetro digital, até que fosse atingido o pH 7.

4.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

O presente estudo foi desenvolvido em trés etapas:

e Etapa 1 — Estudo do crescimento da Chlorella sp. em meios de cultivos suplementados
com vinhaca na propor¢ao de 5%, 10% e 15% e da remoc¢ao de Demanda Quimica de

Oxigénio (DQO) dos respectivos cultivos;

e FEtapa 2 — Estudo do crescimento da Chlorella sp. em meios de cultivos suplementados

com residuos de cultivos de 1%, 2* e 3? reutilizagdes;

e Ftapa 3 — Quantificagdo dos teores de lipidios e agucares redutores nas biomassas
produzidas pelo cultivo de Chlorella sp. em meio de cultivo suplementado com

vinhacga;
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4.4.1 Etapa 1 — Cultivo de Chlorella sp. em meio suplementado com vinhaca

A Figura 10 apresenta o fluxograma com a seqiiéncia das atividades desenvolvidas

durante a Etapa 1 da pesquisa.

Figura 10 - Fluxograma da sequéncia de procedimentos experimentais da Etapa 1

Cultivo de
Chlorella sp.
|
W W
Em meio de Em meio de culiura
culiura BBM BBM + vinhaca

!

Determinacio dos
parimetros cinéticos

Quantificacio da
remocio de DQO

4.4.1.1 Preparacao dos Cultivos de Chlorella sp.

Em um baldo volumétrico de 500 mL foram adicionados os nutrientes listados para
preparagdo do BBM modificado (Tabela 5), adicionou-se vinhaca na propor¢do desejada e
dgua destilada/autoclavada a 121° durante 15 min.

Sob condi¢des assépticas, foram transferidos 360 mL do meio de cultivo para um
frasco Erlenmeyer com capacidade de 500 mL e a ele adicionou-se o indculo, 40 mL
(propor¢do de microalgas 1:10 do cultivo) de suspensdo de Chlorella sp. de um cultivo em
crescimento.

Dessa forma foram preparados 4 cultivos. Os cultivos foram denominados EO, E1, E2
e E3 para diferenciar a quantidade de vinhaca adicionada em cada meio de cultura. O cultivo

EO foi preparado apenas com o BBM modificado, ou seja, sem adi¢do de vinhaca e os cultivos
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El, E2 e E3 foram preparados com a adi¢do de 5%, 10% e 15% de vinhaga, respectivamente,

como mostra a Figura 11:

Figura 11 - Experimentos com diferentes concentragdes de vinhaca

ED El 2 E3
| | \
| 0%de vinhaga | ‘ 5% de vinkiaca | 10% de vinhaga | 159 devadhacs

4.4.1.2 Aclimatagdo dos Cultivos de Chlorella sp.

Os cultivos foram incubados a uma temperatura de 26 °C + 2 °C, agitados por meio de

injecdo direta de ar comprimido e iluminados por lampadas fluorescentes de 40 W que

proporcionaram uma iluminagdo de 4 klux durante um periodo de 12 h didrias. O tempo de

iluminacdo foi mantido por controlador automético. A Figura 12 mostra cultivos de Chlorella

sp. incubados nas aclimatagdes descritas.
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Figura 12 - Cultivos de Chlorella sp. em diferentes fases de crescimento

Fonte: Proprio Autor

4.4.1.3 Determinacdo dos parametros cinéticos

O crescimento da Chlorella sp. nos diversos cultivos foi acompanhado por meio do
aumento da densidade celular. A partir da inoculagdo da microalga no meio de cultivo, uma
aliquota da cultura foi retirada diariamente e levada ao microscopio para contagem de células
em camara de Neubauer. O microscopio foi ajustado para aumento de 400x e os resultados
das contagens foram expressos em nimero de células por mililitro de cultivo (células.mL™).
As contagens foram realizadas em triplicata.

Com os dados obtidos foram construidas as curvas de crescimento da microalga nos
cultivos EO, E1, E2 e E3. As mesmas foram expressas pelo nimero de células.mL™', no eixo
da ordenada, e pelo tempo de cultivo em horas, no eixo da abscissa.

A partir da linearizacdo das curvas de crescimento da Chlorella sp. e utilizando as
Equacgdes (02) e (04) foram determinadas as velocidade especifica de crescimento maxima e

os tempos de geragdo dos cultivos.
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4.4.1.4 Anélise de remog¢ao da Demanda Quimica de Oxigénio - DQO

As andlises de DQO foram realizadas nos cultivos El, E2 e E3. O equipamento
utilizado foi o Fotocolorimetro digital AquaColor — DQO (os reagentes, DQO1, DQO2 e
DQO 800 ppm, utilizados nas andlises sdo fornecidos pelo fabricante).

Para ndo sofrer interferéncia de leitura por conta das células, as andlises foram
realizadas no meio de cultivo, antes da introduc@o do inéculo, e no residuo do cultivo apés
separacdo da Chlorella sp.

Para calibracdo do equipamento foi necessdria a preparacdao de uma amostra de branco
e uma amostra de fundo de escala. Para preparacdo do branco, em um tubo de ensaio foram
adicionados 2,5 mL de 4gua destilada, com 1,5 mL do reagente DQO1 e 3,5 mL do reagente
DQO2. O fundo de escala foi preparado em tubo de ensaio com adicao de 2,5 mL do reagente
DQO 800 ppm, com 1,5 mL do reagente DQOI1 e 3,5 mL do reagente DQO2.

Para analise das amostras: em diferentes tubos de ensaios foram adicionados 2,5 mL
dos meios diluido 1:5, cultivos E1 e E2 e 1:10 do cultivo E3, a 1,5 mL do reagente DQO1 e
3,5 mL do reagente DQO?2.

Os tubos foram misturados lentamente, incluindo as amostras de branco e fundo de
escala, e levados ao bloco digestor por 2 h a temperatura de 150 °C. Decorrido o tempo
necessario, os tubos foram retirados do bloco digestor para resfriamento em temperatura
ambiente, com cuidado para ndo receber ventilacdo e desestabilizar a cor. O fotocolorimetro
foi calibrado com as amostras de branco e fundo de escala e as demais amostras foram lidas,
os resultados foram expressos em mg.L™".

ApOs o sexto dia de cultivo, as microalgas foram separadas dos residuos por meio de
centrifugacdo, em centrifuga de bancada a 3500 rpm durante 10 min, e as analises procederam
como descrito anteriormente utilizando-se a diluicdo de 1:5 para todas as amostras. As
andlises foram realizadas em triplicada e as porcentagens de remo¢do de DQO foram

calculadas, seguindo a equagdo 5:

QOINICIAL -D QOFINAL (05)

_ D
%REMOCAO _DQO = x100
DQOINICIAL
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Onde :
DQOniciaL - E a demanda quimica de oxigénio do meio de cultivo

DQOrgNaL - E a demanda quimica de oxigénio do residuo de cultivo

4.4.2 Etapa 2 — Cultivo de Chlorella sp. em meio suplementado com residuo de cultivo

A seqiiéncia das atividades desenvolvidas na segunda etapa da pesquisa € apresentada

pelo fluxograma da Figura 13.



Figura 13 - Fluxograma da sequéncia dos procedimentos experimentais da Etapa 2
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4.4.2.1 Preparacao dos Cultivos de Chlorella sp suplementados com residuos

Os cultivos de microalgas estudados nesta Etapa-2 foram preparados como descrito no
tépico 4.4.1.1, sempre respeitando a propor¢do 1:10 para calcular o volume de indculo a ser
adicionado ao meio de cultura. Os cultivos foram aclimatados de acordo com a descri¢dao do
topico 4.4.1.2.

Para a producao dos residuos foram preparados dois cultivos, o S4 e o V5. O cultivo
S4 foi preparado apenas com BBM modificado (como o EO) e o cultivo V5 foi preparado com
BBM modificado suplementado com 10% de vinhaca (semelhante o cultivo E2).
Semanalmente esses cultivos foram transferidos para frascos maiores e realimentados com
mais substrato até atingirem uma alta populacdo de microalgas em um volume de 6L.

Os cultivos S4 e V5 foram centrifugados, para obtencdo dos residuos, em centrifuga
de bancada com rotacdo de 3500 rpm durante o tempo de 8 min. As biomassas foram
utilizadas em testes pré-liminares e os residuos foram armazenados sob refrigeracdo para
evitar deterioracao.

1* Reutilizagdo dos residuos: foram preparados os cultivos S6, S7, S8, S9, V10, V11,

V12 e V13 com o meio suplementado com os residuos dos cultivos S4 e V5 em diferentes
propor¢des. Apds o sexto dia de incubagdo os cultivos foram centrifugados em centrifuga de
bancada com rotag¢ao de 3500 rpm durante o tempo de 8 min.

2* Reutilizacdo dos residuos: foram preparados os cultivos S14, S15, S16 com os

meios suplementados com 75% de residuos e os cultivos V17, V18 e V19 com meios
suplementados com 25% de residuos. Os residuos utilizados como suplementacdo aos meio
foram os residuos obtidos a partir da ultima centrifugacdo. Apds o sexto dia de incubagdo
esses cultivos foram também centrifugados como anteriormente para aproveitamento dos
residuos.

3* Reutilizagdo dos residuos: Os cultivos S20 e S21 foram preparados com adi¢do de

40% de residuos e os cultivos V22 e V23 foram preparados com adicdo de 25% de residuos
a0 meio.

O fluxograma da Figura 14 identifica de quais cultivos os residuos foram originados e
onde foram utilizados. Por exemplo, o cultivo S20 recebeu o residuo centrifugado do cultivo

S15, ja o cultivo V19 recebeu o residuo do cultivo V13.



Figura 14 - Organograma para identificacdo das origens dos residuos
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As concentracoes dos residuos adicionados aos cultivos como suplementacio

nutricional sdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Concentragdo de residuo nos diversos meios de cultivos

Concentracao de

Cultivo
residuo (%)
S6 25
S7 50
S8 75
S9 100
V10 25
Vi1 50
V12 75
V13 100
S14 75
S15 75
S16 75
V17 25
V18 25
V19 25
S20 40
S21 40
V22 25
V23 25

4.4.2.2 Determinacao dos parametros cinéticos dos cultivos

Assim como nos cultivos suplementados com vinhaga, o crescimento da Chlorella sp.
nos meios suplementados com residuos foi acompanhado por contagem celular em camara de
Neubauer, seguindo o mesmo procedimento descrito no tépico 4.4.1.3. Da mesma forma
construiu-se as curvas de crescimento e utilizando as Equacdes (02) e (04) foram obtidas as

velocidade especifica de crescimento maxima e os tempos de geracdo dos cultivos.
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4.4.3 Etapa 3 — Quantificacao dos teores de lipidios e acticares redutores das biomassas

A Figura 15 apresenta a seqiiéncia das atividades desenvolvidas na terceira etapa da

pesquisa.

Figura 15 - Fluxograma da seqiiéncia dos procedimentos experimentais da Etapa 3
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4.4.3.1 Cultivo de Chlorella sp. para producdo de biomassa

Dois cultivos foram preparados para produgdo das biomassas “A” e “B”.

Preparacdo dos indculos: Para preparacao do in6culo do cultivo “A”, em um baldo

volumétrico de 1 L foram adicionados os nutrientes listados do BBM modificado (Tabela 5) e
dgua destilada/autoclavada a 121° durante 15 min. Sob condicdes assépticas, foram
transferidos 720 mL do meio de cultivo para um frasco Erlenmeyer com capacidade de 1 L e a
ele adicionou-se 80 mL de suspensdo de Chlorella sp. Semanalmente o cultivo foi
transferido para Erlenmeyer de 2 L e depois de 6 L sempre realimentado com mais substrato
até atingir uma alta populacdo de microalgas. O indculo do cultivo “B” foi preparado da
mesma forma que o “A”, tendo como unica diferenga a adicdo de 10% de vinhaga na
preparagdo do meio de cultivo. Os in6culos foram aclimatados sob as condigdes citadas no
tépico 4.4.1.2.

Preparacdo dos cultivos: Foram preparados 30 L de meio de cultivo sem adi¢do de

vinhaca (cultivo A) e 30 L de cultivo com adi¢do de 10% de vinhaga (cultivo B). Esses meios
foram colocados em fotobiorreatores pldsticos semi-transparentes de capacidade de 55 L. O
fotobiorreator 1 recebeu o meio sem vinhaca e o inoculo “A” , o fotobiorreator 2 recebeu o
meio de cultivo suplementado com 10% de vinhaga e o indculo “B”. Os fotobiorreatores
foram cobertos com pléstico transparente, e recebiam aeracdo por inje¢do direta de ar
comprimido através de 5 pipetas como mostra a Figura 16. Os sistemas receberam iluminagdo
natural por luz solar. Durante o crescimento das microalgas os cultivos foram alimentados

com mais 20 L de meio, cada um.

Figura 16 - Fotobiorreatores dos cultivos “A” e “B” (cultivo “A” a esquerda e “B” a direita)
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Separacdo das biomassas: Apds o aumento da populacdo de microalgas nos cultivos as

separacoes das biomassas foram realizadas por meio de ultrafiltracio seguida de
centrifugacdo. O sistema de ultrafiltragdo € constituido por uma membrana Spiracel UP010
com porosidade nominal de 10 kDa e a base de polietersulfona (PES), operando a uma

el kgf.cm'2 na saida da membrana. A centrifugacao foi

pressdo de entrada de 1,5 kgf.cm
realizada utilizando centrifuga de bancada com rota¢do de 3500 rpm por 8 min.

Secagem das biomassas: Apds a centrifugacdo, as biomassas foram colocadas em

bandejas plésticas e levadas a estufa de esterilizacdo e secagem a uma temperatura de 55 °C
até massa constante.

Apds a secagem, as biomassas foram trituradas em almofariz e armazenadas em
recipientes fechados longe de umidade. A Figura 17 mostra a biomassa concentrada apds a

centrifugacdo e triturada apds a secagem.

Figura 17 - Microalga concentrada (a esquerda), biomassa seca (a direita)

4.4.3.2 Determinagao de lipidios totais

Os lipideos totais foram determinados através da metodologia descrita por Folch, Less
e Sloane Stanley (1957), que consiste em submeter as amostra a extragdo por meio de uma
mistura de cloroférmio e metanol (2:1) seguida de evaporagio do solvente em estufa a 105 °C.
Devido a resisténcia da parede celular das microalgas, a metodologia foi adaptada introduziu-
se uma etapa de rompimento celular com o uso de banho ultrassdonico. As andlises foram
realizadas em triplicata.

Para cada andlise foram pesados 2 g de biomassa, seca e triturada, em balanca
analitica. As amostras foram transferidas para frascos Erlenmeyers com capacidade

volumétrica de 125 mL e adicionados 30 mL da mistura cloroférmio: metanol (2:1). Os
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frascos foram imediatamente vedados com filme plastico para evitar a volatilizacio do
solvente. Os mesmos foram levados ao banho ultrassonico a uma frequéncia de 25 kHz

durante 20 minutos, como € visto na Figura 18.

Figura 18 - Pesagem e sonicacdo da biomassa

As misturas foram filtradas em provetas de 100 mL com a utilizacdo de papéis de
filtro qualitativos. Apds a filtracdo foram adicionados 10 mL do solvente cloroférmio-metanol
(2:1) para lavar as paredes dos frascos. Os volumes finais dos extratos filtrados foram lidos.

Uma solugdo de sulfato de sédio com concentracdo de 1,5 % foi adicionada a cada
uma das provetas contendo o extrato filtrado. Os volumes da solu¢do de sulfato de sdédio
adicionados corresponderam a 20 % dos volumes de extratos filtrados. As provetas foram
agitadas para propiciar a separacdo das fases. Os volumes das fases inferiores foram lidos, e
as fases superiores foram retiradas através de suc¢do com pipeta graduada e descartadas.

Uma aliquota de 5 mL do extrato (fase inferior) foi retirada com pipeta volumétrica,
de cada proveta, e transferida para um béquer, previamente seco em estufa a 105 °C e pesado.

Os béqueres foram levados a estufa a 105 °C para evaporar a mistura de solventes.
Verificado o término da secagem os béqueres foram acondicionados no dessecador para
resfriar. Apos transcorrido o tempo de 15 minutos os béqueres com os lipidios foram pesados
em balanca analitica. A Figura 19 apresenta a seqiiéncia de etapas descritas: a filtracdo da
mistura, a separacdao das fases e os béqueres contendo os lipidios apés a evaporacdo do

solvente.
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Figura 19 - Filtracdo, separacdo das fases e evaporacao do solvente

As porcentagens de lipidios das amostras foram calculadas pelo produto dos volumes
das fases inferiores dos extratos, apés a separacdo das fases, pelas diferencas das massas dos
béqueres com lipidios e béqueres tarados, divididos por 5 e pelas massas das amostras

(biomassas), multiplicados por 100, conforme a Equacdo 6:

volume ,, ;.. X (massag,,, —massa,,..;)

x100 (06)
SxM

% Lipidio =

Onde:

volumes,ee inf - Volume do extrato da fase inferior
massasina - Massa final do béquer com lipidio
massainiciai - Massa do béquer seco

M - massa da amostra

4.4.3.3 Quantificacdo de sélidos soliveis totais - SST

A andlise de sdlidos soliveis totais foi realizada como um teste preliminar da
quantificac@o de actcares redutores. Seu objetivo foi avaliar a melhor propor¢ao de dgua para
extrair os agucares das amostras. As biomassas “A” e “B” foram misturadas para produzir
uma unica amostra para teste “AB”.

Em quatro tubos de ensaios adicionou-se 0,5 g de amostra e diferentes volumes de

dgua destilada respeitando a propor¢do 1:2, 1:4, 1:5 e 1:6.
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Os tubos de ensaios foram levados ao banho ultrassonico por 20 minutos a uma
frequéncia de 25 kHz. Ap6s o intervalo de tempo estabelecido as amostras foram
homogeneizadas em agitador de tubos vértex e levadas a centrifugacdo, em centrifuga mini-
spin, por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi levado ao refratdmetro digital e
realizou-se a leitura. Os valores lidos foram corrigidos de acordo com a dilui¢do estabelecida.

ApOs a obtengdo da melhor proporcao de amostra/dgua para extragdo de acucares, ou
seja, a que propiciou o resultado com o maior °Brix, repetiu-se o procedimento com as
amostras A e B, porém utilizando 1 g de amostra e o volume de dgua estabelecido pela melhor

proporcao.

4.4.3.4 Quantificacdo de agucares redutores— AR

Os acucares redutores foram determinados utilizando-se uma modificacdo do método
do DNS, originalmente proposto por Miller (1959). O teste de DNS (4cido dinitrosalicilico)
tem por fundamento a formacio de um composto colorido avermelhado originado pela reacdo
entre o actcar redutor e o 4cido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarelo) que € identificado no
espectrofotometro - UV em comprimento de onda de 540 nm. A modifica¢do adicionada foi a
introducao de uma etapa de rompimento celular com o uso de banho ultrassonico.

Uma curva padrao foi construida para que a leitura em absorbancia pudesse ser
convertida em miligramas de agtcar redutor por mililitro de solu¢do. Na constru¢do da curva
padrao foram pesados 250 mg (0,25 g) de glicose e dissolvido em 250 mL de dgua destilada
em baldo volumétrico. Apds agitacdo vigorosa para homogeneizar, transferiu-se 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0 mL da solu¢do-mae para tubos de ensaio e o volume foi
completado para 5 mL com 4gua destilada. Os tubos foram homogeneizados em agitador de
tubos tipo vortex e de cada tubo transferiu-se 1 mL da solu¢do com 4 mL de 4gua destilada
para novos tubos de ensaio. Foi retirado 1 mL de solugdo de glicose diluida de cada tubo e
adicionados com 1 mL de DNS. Os tubos foram homogeneizados e aquecidos a 100°C em
banho-maria por cinco minutos e entdo resfriados em banho com 4gua fria por trés minutos. A
cada tubo foram adicionados 8 mL de dgua destilada, apés homogeneizado, a absorbancia foi

lida a 540 nm. Foi construida a curva de absorbancia versus concentracdo. A Figura 18 mostra
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os tubos de ensaio contendo as solucdes apds reacdo com o DNS para construcio da curva de
calibragao.

Para andlise das biomassas 1 g de cada amostra seca foi pesado em balang¢a analitica.
As amostras foram transferidas para tubos de ensaio e adicionados 4 mL de dgua destilada. Os
tubos de ensaio foram levados ao banho ultrassonico por 20 minutos a uma frequéncia de 25
kHz. Decorrido o tempo as amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos vortex e
levadas a centrifuga¢do, em centrifuga mini-spin, por 10 minutos a 10.000 rpm. Transferiu-se
0,5 mL do sobrenadante para tubos de ensaio contendo 0,5 mL de solu¢do DNS. Em seguida,
os tubos foram homogeneizados e levados para banho de dgua fervente por 5 minutos. Apos
este intervalo, os tubos foram retirados do banho de dgua quente e colocados em banho de
agua fria por trés minutos, até completo resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 4 mL de
dgua destilada e feita a leitura imediatamente em espectrofotdometro a 540 nm.

As andlises dos AR das biomassa foram realizadas em triplicata e os resultados foram

convertidos para porcentagem.
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S. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ETAPA 1 - CULTIVO DE Chlorella sp. EM MEIO SUPLEMENTADO COM
VINHACA

5.1.1 Cinética de crescimento da Chlorella sp. em meio suplementado com vinhaca

A Chlorella sp. apresentou um bom desenvolvimento nos cultivos suplementados com
vinhaga, obtendo uma alta densidade celular, em especial nos cultivos suplementados com
menores concentragdes, no caso o E1 e E2. Vale salientar que a vinhaga é um residuo de alta
toxicidade e esta ndo passou por nenhum tratamento de alto custo, ela apenas foi submetida a
um processo de decantacdo, seguido de correcao de pH com solugdo de hidroxido de sédio a
10% de concentracdo em massa.

A Figura 20 apresenta as curvas de crescimento da Chlorella sp. em meio de cultivo
sem adicdo de vinhaga e com adi¢cdo de 5%, 10% e 15%, cultivos EO, EI, E2 e E3,

respectivamente.
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Figura 20 - Curvas de crescimento da Chlorella sp. em meio de cultivo sem adi¢do de vinhaga

(EO), com adi¢do de 5% (E1), 10% (E2) e 15%(E3) de vinhaca
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Observa-se na Figura 20 que o cultivo sem adi¢do de vinhaca (EO) apresentou uma
maior fase de adaptacio que os demais cultivos devido ter iniciado com uma baixa densidade
celular de 4,23x10° cel.mL™', diferente dos demais que iniciaram com uma populacido de
1,45x10° cel.mL™" (E1), 1,81x10” cel.mL"(E2) e 1,49x10" cel.mL"' (E3).

O cultivo com suplementacdo de 10% de vinhaca (E2) atingiu a maior densidade
celular com 2,51)(108 cel.mL! no tempo 144 h, ou seja, sexto dia de cultivo. O cultivo El,
com 5% de vinhaca também atingiu uma densidade celular alta com 1,25x10®* cel.mL™', no
tempo 168 h. Os cultivos EO e E3 apresentaram praticamente a mesma densidade maxima
com 6,96)(107 celmL'e 6,90)(107 cel.mL‘], respectivamente, também com 144 h.

Ferreira (2012) estudando duas cepas de Chlorella sp. e uma de Chlorella vulgaris,
cultivadas em meio BBM e sob as mesmas condi¢des de aclimatacdo usadas nesta pesquisa,
obteve uma densidade celular maxima com 5,9 x107 cel.mL™! no cultivo da Chlorella vulgaris

valores mais baixos que os obtidos nesta pesquisa com a adi¢ao de vinhaga.
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O cultivo E3 foi o tinico que apresentou fase estaciondria, esta iniciou no tempo 144 h.
Os demais cultivos iniciaram a fase de declinio ap6s o ponto de densidade celular maxima que
se deu no sexto ou sétimo dia de cultivo.

A adicdo de vinhaga aos meios de cultivo proporcionou uma nova fonte de nutrientes
as microalgas estimulando o crescimento heterotréfico nos periodos sem luminosidade, dessa
forma os cultivos E1 e E2 puderam atingir uma maior densidade celular que o cultivo EO que
apds atingir uma populacio de 107 teve seus nutrientes esgotados. O cultivo E3 apesar de ter
mais nutrientes que os demais cultivos ndo atingiu a maior densidade celular porque a vinhaca
na concentragdo de 15% j4 foi toxica para as células dificultando o seu metabolismo.

A Tabela 7 mostra as velocidades especificas de crescimento maximas e os tempos de

geracgdo dos cultivos.

Tabela 7 - Velocidades especificas de crescimento maximas (Umsx) € tempos de geracao (t,) da

Chlorella sp. nos cultivos suplementados com vinhaca

Experimento d(zzl;;f::;:((;%) Pmax (h'l) R? ty (h)
EO 0 0,036 0,979 19,254
El 5 0,020 0,972 34,657
E2 10 0,018 0,987 38,508
E3 15 0,008 0,979 86,643

De acordo com a Tabela 7 o cultivo EO apresentou maior velocidade especifica de
crescimento maxima com 0,036 h‘l, valor semelhante ao obtido por Marques et al., (2013) no
cultivo de Chlorella vulgaris em 100% de vinhacga tratada anaerobicamente. Porém, Bonini
(2012) também estudou o cultivo de Chlorella vulgaris em vinhaca tratada, mas por hidrélise
acida, diferente de Marques et al., (2013) ela obteve uma velocidade especifica de
crescimento méxima menor que o trabalho mencionado, 0,0024 h™'.

Os cultivos E1 e E2, suplementados com 5% e 10% de vinhaga obtiveram valores
muito proximos de velocidades especificas de crescimento maximas, 0,020 h'e 0,018 h'l,
respectivamente. Velocidades melhores que as obtidas por Barrocal et al., (2010) no cultivo
de Spirulina mdxima em meio Schlosser suplementado com vinhaga de acticar de beterraba,

eles obtiveram 0,007 h™' e 0,003 h™".
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O cultivo E3 apresentou a menor velocidade especifica, com 0,008 h'l, o que é
justificado por Marques et al., (2013), eles comprovaram que a vinhaga a partir de 4% de
concentracdo € toxica para o crescimento da Chlorella.

O tempo de geracdo do cultivo EO foi de 19,25 h, tempo menor que obtidos por
Marques et al., (2013) no cultivo de Chlorella vulgaris. O melhor tempo de geracdo obtido
por eles foi de 21,89 h.

Os cultivos El1, E2 e E3 obtiveram, respectivamente, 34,66 h, 38,51h, 86,64 h de
tempos de geracdo, valores bem menores que os obtidos por Barrocal et al.,(2010) no cultivo
de Spirulina mdxima, este obteve 97,86 h e 207,94 h, e por Bonini (2012) no cultivo de
Chlorella vulgaris que obteve 288,81 h. O alto tempo de geracdo obtido por Bonini (2012)
pode estar relacionado pela falta de iluminagdo visto que seus cultivos foram heterotréficos,
diferente de Marques et al.,(2012) que utilizou fotoperiodo de 12 h.

Comparando os cultivos EO e E1 vemos que a adi¢do de 5% de vinhaga proporcionou
um acréscimo de 15,4 h, porém esse mesmo acréscimo entre os cultivos E1 e E2 proporcionou
um aumento no tempo de geracdo muito baixo, menor que 4h. A diferenca no tempo de
geragdo entre os cultivos E2 e E3 foi muito alta, 48 h, um aumento de 12 vezes de acréscimo

quando comparado ao aumento entre os cultivos E1 e E2.

5.1.2 Remogdo da DQO dos cultivos suplementados com vinhaga

O cultivo da Chlorella sp. proporcionou uma alta remog¢do da carga poluidora dos
cultivos suplementados com vinhaga. As Demandas Quimicas de Oxigénio apresentadas
inicialmente pelos meios de cultura dos cultivos El1, E2 e E3 foram 1528,33 mg.L'l, 3125
mg.L"' e 4583,33 mg.L", respectivamente. Ao final do sexto dia esses mesmos cultivos
apresentaram uma DQO de 190 mg.L'l, 528,33 mg.L'l e 705 mg.L'l. Os percentuais de

remocao da DQO dos cultivos sdo apresentados na Tabela 08.



Tabela 8 - Remocao da DQO de cultivos com suplementagdo de vinhaga

Cultivo C?ncentragﬁo Remocao de
vinhaca (%) DQO (%)

El 5 87,57 + 1,67

E2 10 83,09 + 2,60

E3 15 84,62 + 3,36
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Observa-se na Tabela 08 que a remog¢ao da DQO foi mais eficiente no cultivo E1 com

87,57%, seguida dos cultivos E2 e E3 com 83,09% e 84,63%, valores praticamente iguais

levando em consideracdo os desvios padrdes. A Figura 21 apresenta os dados da Tabela 08

sob a forma de grafico.

Figura 21 - Remog¢do da DQO dos meios de cultivos suplementados com vinhaca
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Observando a Figura 21 constata-se que as porcentagens de remog¢dao da DQO dos

cultivos foram praticamente constantes, ndo sofrendo variagdo com o aumento da

concentracdo de vinhaga. O que provavelmente ndo ocorreria se as concentragdes de vinhaca

fossem superiores a 15%, visto que, o crescimento da microalga seria afetado negativamente.

O exemplo disso € que Bonini (2012) cultivando a Chlorella vulgaris em 100% de vinhaca

obteve apenas 25% de remo¢do de DQO e um baixo crescimento celular, como ja foi

mencionado.

Romanholo Ferreira et al., (2011) obtiveram melhores resultados que Bonini (2012)

utilizando o fungo da espécie Pleurotus sajor-caju na biodegradacdo da vinhaca, eles
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atingiram uma reducao de 82,8% de DQO, 73,5% de DBO, 99,2% de remocao de cor € 99,7%
de turbidez.

Outro trabalho foi apresentado por Bertoldi et al., (2007) utilizando a Chlorella
vulgaris cultivada em solucdo hidroponica residual. Eles conseguiram uma remogao de 82,2%

de amodnia, 80,50% de nitrato, 84,2% de nitrito e 51,9% de fésforo total.

5.2 ETAPA 2 — CULTIVO DE Chlorella sp. EM MEIO SUPLEMENTADO COM
RESIDUO

5.2.1 Cinética de crescimento da Chlorella sp. em meio suplementado com residuos (1*

reutilizacao)

As curvas de crescimento dos cultivos suplementados com residuos oriundos dos

cultivos S4 e V5 sdo apresentadas na Figura 22.
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Figura 22 - Curvas de crescimento da Chlorella sp. em meios de cultivos suplementados com

residuos de 1? reutilizacdo (a numeracao de cada Figura corresponde ao préprio cultivo)
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De acordo com a Figura 22 as curvas apresentaram um perfil de crescimento muito

similar. Observa-se nas figuras mencionadas um

aumento populacional de células da
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grandeza de 10° a 10’ cel.mL" em seis dias de cultivo. Dos cultivos suplementados com
residuos oriundos do cultivo S4 o que obteve maior densidade celular foi o cultivo S6 com
1,96)(107 cel.ml'l, e dos cultivos suplementados com residuos do V5 a maior densidade
celular foi obtida pelo cultivo V10 com 3,05xlO7 cel.mL .

A partir das curvas de crescimento calculou-se as velocidades especificas de
crescimento méiximas e os tempos de geracdo. Os valores mencionados foram dispostos na

Tabela 9.

Tabela 9 - Velocidades especificas de crescimento maximas (Umgx) € tempos de geracao (tg)
da Chlorella sp. nos cultivos suplementados com residuos (1° reutilizagdo)

Experimento (iCeO:::l’:(Iill?(.)afg/:) Pmax (h'l) R? ty(h)
S6 25 0,035 0,996 19,80

S7 50 0,057 0,930 12,16

S8 75 0,031 0,969 22,36

S9 100 0,039 0,967 17,77

V10 25 0,044 0,967 15,75

Vil 50 0,032 0,921 21,66
Vi2 75 0,044 0,994 15,75

V13 100 0,043 0,995 16,12

De acordo com a Tabela 9, dos cultivos suplementados com o residuo do cultivo S4 o
que obteve a melhor velocidade especifica de crescimento maxima foi o cultivo S7 com 0,057
h™' e dos cultivos suplementados com residuos oriundo do V5 os que obtiveram as melhores
velocidades especificas de crescimento maximas foram os cultivos V10 e V12 com 0,044 h™.
Todos os cultivos apresentaram uma velocidade especifica de crescimento médxima superior
aos cultivos suplementados com vinhaca (E1, E2 e E3), e valores muito préximos ou
superiores ao cultivo preparado com o meio BBM modificado (EO).

O melhor tempo de geracdo foi obtido pelo cultivo S7 com 12,16 h e dentre os cultivos
suplementados com o residuo do V5 os que obtiveram melhor tempo de geragdo foram os
cultivos V10 e V12 com 15,75 h. Os cultivos S7, S9, V10, V12 e V13 apresentaram menor

tempo de geracdo que o cultivo EO (t,=19,25) e o cultivo S6 obteve uma valor aproximado.
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5.2.2 Cinética de crescimento da Chlorella sp. em meio suplementado com residuos (2*

reutilizacao)

A Figura 23 apresenta as curvas de crescimento dos cultivos suplementados com

residuos reutilizados pela segunda vez.
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Figura 23 - Curvas de crescimento da Chlorella sp. em meios de cultivos suplementados com

residuos de 2* reutilizacdo (a numeracao de cada Figura corresponde ao préprio cultivo)
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Observando a Figura 23 vé-se que as curvas apresentam um crescimento muito

semelhante entre si e com as curvas da Figura 22. Os cultivos foram iniciados com uma

populagdo da grandeza de 10° cel.mL™, com excessdo do S16 que inciou com uma populacio

1,09x10° cel.mL'1. Ao final do tempo de cultivo a maior densidade celular foi o apresentada

pelos cultivo S16 com 5,77)(107 celmL'e pelo V19 com 4,96 x10"cel.mL.

As velocidades especificas de crescimento e os tempos de geracdes dos cultivos foram

calculados a partir das curvas de crescimento e dispostos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Velocidades especificas de crescimento maximas ([msx) € tempos de geragao (t,)

da Chlorella sp. nos cultivos suplementados com residuos (2° reutilizagdo)

Experimento ioicsgglt::%)) Honix () R ty(h)
S14 75 0,037 0,962 18,73
s15 75 0,042 0,953 16,50
516 75 0,033 0,997 21,00
V17 25 0,042 0,988 16,50
VI8 25 0,048 0,975 14,44
V19 25 0,043 0,964 16,12

Observando a Tabela 10, verifica-se que os experimentos que obtiveram as melhores
velocidades especificas de crescimento maximas e os melhores tempos de geracdo foram os
cultivos V18 com pms= 0,048 h'le t,=14,44 h e 0 V19 com ppns=0,043 h'le t,=16,12 h. Os
dois cultivos foram suplementados com residuos a principio originados do cultivo V5 (com
vinhacga).

Todos os cultivos apresentaram velocidades especificas de crescimento mais altas e
menores tempos de geracdo que os cultivos suplementados com vinhaga (E1, E2 e E3) e com
excecdo do S16 também obtiveram velocidades especificas maiores e tempos de geracdo
menores que o cultivo EQ.

Os cultivos V17, V18 e V19 que receberam suplementacdo de residuos a principio
oriundos do experimento V3, tendo por tanto baixas concentracOes de vinhaga, apresentaram
melhor taxa de crescimento e menores tempos de geracao que os cultivos S14, S15 e S16.

No geral os resultados obtidos com os cultivos suplementados com residuos de
segunda reutilizagdo (S14 a VI19) foram melhores que os obtidos com os cultivos

suplementados com residuos de primeira reutilizagdo (S6 a V13).
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5.2.3 Cinética de crescimento da Chlorella sp. em meio suplementado com residuos (3*

reutilizacao)

As curvas de crescimento dos cultivos suplementados com residuos reutilizados pela

terceira vez sdo apresentadas na Figura 24.

Figura 24 - Curvas de crescimento da Chlorella sp. em meios de cultivos suplementados com

residuos de 3* reutilizacdo (a numeracdo de cada Figura corresponde ao préprio cultivo)
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De acordo com a Figura 24, os cultivos que apresentaram maior densidade celular

foram os cultivo V22 com 4,07)(107cezl.mL'1 e o S21 2,88x107cel.mL'1. Todos os cultivos

e . . -1 .
iniciaram com uma densidade populacional na gradeza de 10°cel.mL’ e atingiram uma

populacdo de 10’cel.mL”, apresentando um 6timo crescimento. A Tabela 11 apresenta as

velocidades especificas de crescimento e os tempos de geracdes dos cultivos .
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Tabela 11 - Velocidades especificas de crescimento maximas ([msx) € tempos de geracao (t,)

da Chlorella sp. nos cultivos suplementados com residuos (3° reutilizagdo)

Experimento (feo;cstiegltll;)af;? ) Bmax (h™) R’ to(h)
S20 40 0,035 0,963 19,8
S21 40 0,035 0,979 19,8
V22 25 0,035 0,953 19,8
V23 25 0,028 0,952 24,73

De acordo com a Tabela 11, observa-se que os cultivos S20, S21 e E2 obtiveram as
mesmas velocidades especificas e os mesmos tempos de geracio, pmsx=0,035h"" e t,=19,8h, os
quais foram melhores que a velocidades especifica maxima e o tempo de geracdo do cultivo
V23, tmix=0,028h"" e t,=24,73h.

Os cultivos S20, S21, V22 e V23 apresentaram velocidades especificas de crescimento
mais altas e menores tempos de geracdao que os cultivos suplementados com vinhaca (E1, E2 e
E3). Os cultivos S20, S21, V22 também obtiveram melhores resultados que o cultivo S20
com , Png=0,036h"" e t,=19,25h.

No geral, as velocidades especificas de crescimento maximas e os tempos de geracao
dos cultivos, obtidos com suplementacdo de residuos de terceira reutilizacdo, ndo foram
melhores que os obtidos pelos experimentos de primeira e segunda reutilizacdo, mas diferenca
entre eles e o cultivo EO € tdo pequena que a producdo em larga escala justifica a reutilizagao
do residuo visando os efeitos benéficos da diminui¢do de descartes de residuos e da economia

de 4gua proporcionada ao processo.

5.3 ETAPA 3 —- QUANTIFICACAO DOS TEORES DE LIPIDIOS E ACUCARES
REDUTORES DAS BIOMASSAS

5.3.1 Teores de lipidios totais contidos nas biomassas
Os teores de lipidios totais contidos nas biomassas “A” e “B” cultivadas em meio

BBM modificado e em meio BBM modificado suplementado com vinhaca foram descritos na

Tabela 12.
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Tabela 12 - Teores de lipidios totais nas biomassas

Concentracao vinhaca

Experimento (%) Teor de lipidios (%)
A 0 14,70 + 0,34
B 10 11,50 £ 0,58

De acordo com Tabela 12 a biomassa “A” apresentou 14,70% de lipidios ¢ a biomassa
“B” apresentou 11,50% de lipidios. Isso indica que a introdug¢do da vinhagca ao meio de
cultivo favoreceu a producdo de biomassa, mas que nao favoreceu a producdo de lipidios.

Segundo Ratledge (2004) para que se consiga aumentar a producio de lipidios em um
microrganismo este deve ser cultivado em meio rico de carbono, mas com limitacdo de
nitrogénio afim de que o microrganismo cresca e esgote as fontes de nitrogénio, canalizando
todo o consumo de carbono para a producdo de lipidios. Os BBM’s modificados utilizados
nos cultivos “A” e “B” continham a mesma propor¢ao de carbono/nitrogénio, mas a adigao de
vinhaca ao meio de cultivo “B” desequilibrou a relagdo C/N visto que a vinhaga € rica em
nitrogénio. Dessa forma, est4 justificada a diferencga no teor de lipidios das amostras.

Ainda assim, os valores obtidos nas biomassas foram melhores que os referenciados
na literatura para o cultivo de microalgas do género Chlorella sp.

Gouveia e Oliveira (2009) analisaram seis espécies de microalgas quanto aos teores de
lipidios, dentre elas a Chlorella vulgaris que apresentou um baixo teor de lipidios com apenas
5,1%. Porém, utilizando o meio de cultivo BBM, Ferreira (2012) obteve 8,56% de lipidios no
cultivo de Chlorella vulgaris e 9,26% quando cultivada em meio suplementado com
concentrado de dessalinizagao.

Matos et. al, (2015) estudaram os teores de proteinas e lipidios de Chlorella sp.
cultivadas em concentrado de dessalinizagdo residual e obtiveram 11,4% como o maior teor

de lipideos dentre os cultivos.

5.3.2 Teores de solidos solaveis

Os teores de s6lidos soluveis extraidos das amostras com diferentes proporcdes de

solvente estdo exibidos na Tabela 13.
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Tabela 13 - Teor de sélidos soliveis nas biomassas

Amostra Proporcao Teor de Sélidos Soliveis
amostra:solvente (°Brix)
AB I:1 0
AB 1:4 15.5
AB 1:5 10,8
AB 1:6 6,4
A 1:4 17,00 0,87
B 1:4 8,5+1,73

De acordo com a Tabela 13, a proporcao de amostra/solvente que favoreceu a maior
extragdo de solidos soluveis foi a proporg¢do 1:4 que extraiu 15:5 ° Brix da amostra “AB”.
Utilizando essa mesma propor¢do verificou-se os teores de sélidos soluveis das amostras “A”
e “B” e a amostra “A” apresentou maior teor de sélidos soltiveis com 17 ° Brix enquanto a

amostra “B” apresentou 8,5 ° Brix.

5.3.3 Teores de acicares redutores

Os teores de aclicares redutores presentes nas biomassas “A” e “ B” estdo dispostos na

Tabela 14.

Tabela 14 - Teor de aguicares redutores nas biomassas

. Concentracao
Experimento vinhaca (%) Teor de AR (%)
A 0 0,59 £ 0,01
10 0,33+ 0,02

Os teores de acucares redutores extraidos das amostras analisadas estdo
proporcionalmente de acordo com os resultados obtidos nas andlises de solidos soluveis. A

biomassa “A” cultivada em meio BBM modificado apresentou maior quantidade de agucares
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redutores com 0,59%, enquanto a biomassa “B” cultivada em meio BBM modificado
suplementada com 10% de vinhaga apresentou 0,33% de AR.

Os acgucares redutores compdem, em geral, os monossacarideos e dissacarideos, que
sdo acucares fermentesciveis. Os principais carboidratos da composicdo celular das
microalgas s@o o amido e a celulose. A biomassa de microalgas deve ser hidrolisada para que
esses carboidratos sejam convertidos em actcares redutores.

Fu et al., (2010) estudaram a hidrdlise da parede celular da Chlorella sp. por meio da reacdo
enzimadtica com enzimas imobilizadas. Utilizando a celulase sob 6timas condi¢des de
hidrdlise converteu 62% de celulose em acticares redutores.

Segundo Branyiokavé et al., (2011) os fatores que afetam a producdo de amido pela
Chlorella sao a iluminagdo resultante entre a intensidade da luz incidente e a concentracao de
biomassa. O consumo de amido pela prépria microalga para manutencdo dos processos
metabolicos, em especial da reprodugdo, também é um fator chave na producdo de amido.
Dessa forma para produzir uma biomassa rica em amido € necessario evitar a divisdo celular o
que pode ser feito através diminuicao de nitrogénio ou enxofre.

Como a producdo de aguicares redutores também € influenciada pela intensidade da luz
a biomassa do cultivo “B”, suplementado com vinhaca, pode ter sido prejudicada pelo
escurecimento da vinhaca apos a correcdo do pH. Visualizando a Figura 16 € possivel

comparar as diferentes cores dos cultivos “A” e “B”.
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CONCLUSAO

Por meio dos estudos desenvolvidos de suplementacdo do meio de cultivo da

microalga, Chlorella sp. com adi¢@o de vinhaga e residuos de cultivos, pode se concluir:

Os cultivos suplementados com 5 e 10% de vinhaga apresentaram maior densidade

celular que o cultivo produzido apenas em meio BBM modificado;

As taxas de crescimento maximas e os tempos de geracdo dos cultivos com 5 e 10% de
vinhaca foram muito proximas, diferente do cultivo suplementado com 15% de

vinhaga que apresentou inibicao no crescimento;

As porcentagens de remog¢do da DQO dos cultivos foram elevadas, em média 85%,

ndo sofrendo grandes variagdes com o aumento da concentracdo de vinhaga;

As reutilizagdes dos residuos de cultivo como suplementacdo ao meio de cultura
proporcionaram um 6timo crescimento, sendo a segunda reutilizacdo a que mais

favoreceu o crescimento celular;

Os cultivos suplementados com residuos originados do experimento V5 (com vinhaga)
apresentaram melhor crescimento que os cultivos suplementados com residuos
originados do S4 (sem vinhaga), nos estudos de primeira e segunda reutilizacdo dos

residuos;

A utilizacdo da vinhagca como suplementacido ao meio de cultivo diminuiu a producao

de lipidios e agucares redutores pela Chlorella sp.;

Estudos mais aprofundados devem ser realizados para uma melhor caracterizacdo da
biomassa para verificar a influéncia da suplementagdo do meio com vinhaca na

producdo de proteinas e carboidratos totais.
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