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RESUMO

A elevada demanda por fontes de combustiveis renovaveis e mais sustentaveis, que possam
substituir a matriz energética atual, baseada no petréleo, tem levado a busca por novas fontes
de biomassa, dentre as quais destaca-se a biomassa algal. As microalgas apresentam
vantagens sobre outras matérias-primas por ndo necessitarem de terras araveis para o seu
cultivo, ndo competindo com a producéo de alimentos, além de auxiliarem na fixacdo do gas
carbonico atmosférico. A producdo de bioetanol a partir de biomassa microalgal tem sido
relatada, porém a eficiéncia deste processo de producéo ainda € baixa, havendo a necessidade
de otimizacdo das etapas de producdo e reducdo de custos, o que pode ser realizado através
do estudo de pré-tratamentos da biomassa e imobilizacdo de enzimas usadas na hidrolise,
além da utilizacdo dos residuos gerados para a obtencao de outros biocombustiveis, como o
biometano, contribuindo para 0 aumento da viabilidade econémica do processo como um
todo. Objetivou-se produzir bioetanol a partir da biomassa de Spirulina sp. LEB 52 e utilizar
os residuos da producdo do bioetanol na producéo de biometano. A microalga foi cultivada
em tanques abertos de 10 L utilizando meio Zarrouk 20%, obtendo-se uma biomassa com
55% de carboidratos, a qual foi submetida a diferentes pré-tratamentos para ruptura celular
por métodos fisicos, visando estudar qual seria o mais eficiente na liberacdo dos
polissacarideos intracelulares. Apoés, estes foram hidrolisados por enzimas amiloliticas
comerciais (alfa-amilase e amiloglicosidase), as quais foram previamente caracterizadas
guanto as faixas otimas de pH e temperatura de acdo. A hidrolise da biomassa algal foi
realizada ap0s o pré-tratamento, utilizando-se extratos enzimaticos liquidos e imobilizados
em poliuretano. As enzimas foram imobilizadas separadas e em conjunto no suporte. Apos,
realizou-se ensaios de sacarificacdo enzimatica utilizando-se as enzimas livres, com
posterior fermentacdo alcodlica. Na fermentacéo alcodlica, estudou-se a concentracgdo inicial
de acucares redutores no mosto e a suplementacdo do hidrolisado com nutrientes. Os
residuos da sacarificacdo e do processo fermentativo foram posteriormente utilizados para a
geracdo de biometano. O melhor pré-tratamento para realizar a ruptura celular foi o de
congelamento/descongelamento. Na caracterizacdo das enzimas quanto ao pH e temperatura
6timos, ambas enzimas apresentaram os melhores resultados na temperatura de 50 °C e pH
5,5. Com as enzimas ndo imobilizadas obtiveram-se resultados de eficiéncia hidrolise da
biomassa proximos a 100% utilizando 1% (v/v) de cada uma das enzimas. Com 0s
biocatalisadores imobilizados, as eficiéncias de hidrélise foram de 83% utilizando 1% (m/v)
de suporte contendo as enzimas imobilizadas de forma conjunta. As fermentagdes
apresentaram eficiéncias de producao de bioetanol em torno de 83% sem adicao de nutrientes
ao mosto e com menor adi¢do de hidrolisado no preparo do indculo, obtendo-se 23 g/L de
etanol. Os residuos da producdo de etanol apresentaram elevado potencial de producédo de
biometano cerca de 422 Ly (kgSVadt). Sendo assim, é possivel realizar o aproveitamento
destes residuos, dando assim mais rentabilidade e viabilidade no processo produtivo,
propiciando assim um fechamento de ciclo, que vai desde o cultivo da microalga, passando
pela producao de bioetanol e finalizando com o uso dos residuos na producao de biometano,
agregando assim maior viabilidade e sustentabilidade ao processo.

Palavras-chaves: biocombustiveis, microalgas, sacarificacdo enzimatica, residuos, potencial
de producéo de biometano.



ABSTRACT

The high demand for renewable and more sustainable sources of fuel that can replace the
current energy matrix based on oil has led to the search for new sources of biomass, among
which the algal biomass stands out. Microalgae have advantages over other raw materials
because they do not need arable land for their cultivation, not competing with food
production, besides helping to fix atmospheric carbon dioxide. The production of bioethanol
from microalgal biomass has been reported, but the efficiency of this production process is
still low, and there is a need for optimization of the production stages and cost reduction,
which can be accomplished through the study of pre-treatments biomass and immobilization
of enzymes used in hydrolysis, as well as the use of residues generated to obtain other
biofuels, such as biomethane, contributing to increase the economic viability of the process
as a whole. The objective was to produce bioethanol from Spirulina sp. LEB 52 and to use
waste from the production of bioethanol in the production of biomethane. The microalga
was cultivated in open tanks of 10 L using Zarrouk 20% medium, obtaining a biomass with
55% of carbohydrates, which was submitted to different pre-treatments for cellular rupture
by physical methods, aiming to study which would be the most efficient in the release of
intracellular polysaccharides. Afterwards, they were hydrolyzed by commercial amylolytic
enzymes (alpha-amylase and amyloglucosidase), which were previously characterized for
optimum ranges of pH and temperature of action. The hydrolysis of the algal biomass was
carried out after pretreatment, using liquid enzymatic extracts and immobilized in
polyurethane. The enzymes were immobilized separately and joined together in the support.
Afterwards, enzymatic saccharification tests were performed using the free enzymes, with
subsequent alcoholic fermentation. In alcoholic fermentation, the initial concentration of
reducing sugars in the must and the supplementation of the hydrolyzate with nutrients were
studied. The residues from saccharification and the fermentation process were subsequently
used for the generation of biomethane. The best pre-treatment for cell disruption was
freezing / thawing. In the characterization of the enzymes for optimum pH and temperature,
both enzymes had the best results at 50 °C and pH 5.5. With the non-immobilized enzymes
results of near-100% biomass hydrolysis efficiency were obtained using 1% (v/v) of each of
the enzymes. With the immobilized biocatalysts, the hydrolysis efficiencies were 83% using
1% (m/v) support containing the immobilized enzymes together. The fermentations
presented efficiencies of bioethanol production around 83% without addition of nutrients to
the must and with less hydrolyzate addition in the preparation of the inoculum, obtaining 23
g/ L of ethanol. Ethanol production residues had a high bioethanol production potential of
about 422 Ly (kgSVad™). Thus, it is possible to make use of these residues, thus giving more
profitability and viability in the production process, thus providing a cycle closure, from
microalgae cultivation to bioethanol production and ending with the use of residues in
production of biomethane, thus adding greater viability and sustainability to the process.

Keywords: biofuels, microalgae, enzymatic saccharification, residues, biomethane
production potential.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da demanda por energias a fim de suprir o avanco da sociedade
ocasionou o aumento do nimero de estudos e discussdes sobre as reservas de combustiveis
fdsseis como carvao, petroleo e gas natural (PEJIN et al., 2015). Além da possibilidade de
esgotamento das reservas, existem fortes incentivos para as reducdes de emissdes de didxido
de carbono, bem como o desenvolvimento de fontes alternativas de producdo de energia
(ULLAH et al., 2015).

Ao longo das ultimas décadas, houve um acréscimo gradual no preco do petréleo e
seus derivados, oriundos da escassez e disputa politicas sobre as reservas. Baseados nestes
fatores ocorreu o surgimento de novas areas de pesquisas e o desenvolvimento de fontes e
formas renovaveis para a producdo de combustiveis. Estes combustiveis gerados através de
fonte sustentaveis estdo sendo denominados biocombustiveis (CHEN et al., 2011).

A biomassa das microalgas esta cada vez mais sendo explorada como uma fonte de
matéria-prima para producdo de biocombustiveis, por ndo necessitarem de elevadas areas
para os cultivos, desta forma ndo competindo com a producdo de alimentos (WIGMOSTA
etal., 2011). Além disso, espécies de microalgas podem acumular quantidades consideraveis
de carboidratos e lipidios, devido a suas altas taxas de crescimento e grandes eficiéncias de
conversdo fotossintética (CHISTI, 2011).

A partir da biomassa microalgal podem ser produzidos uma gama de
biocombustiveis, como biodiesel, bioetanol e biometano. O biocombustivel a ser produzido
depende da composicdo da biomassa microalgal, em termos de teores de carboidratos,
lipidios e proteinas. As microalgas podem ser produzidas de forma continua e sdo passiveis
de manipulagdes genéticas visando uma composi¢do bioquimica desejada para produgéo
especifica de um biocombustivel. Além disso, as microalgas auxiliam na remocéo de didxido
de carbono da atmosfera. Por estes fatores, as microalgas possuem alto potencial para a
producdo de combustiveis renovaveis como o bioetanol (HALLENBECK et al., 2016).

Para utilizar os carboidratos das microalgas para a producéo de bioetanol é necessario
realizar uma série de etapas envolvendo processos de ruptura celular, sacarificacdo,
fermentacdo e destilacdo, sendo que estas devem ser executadas de forma correta para
obtenc&o de elevada eficiéncia de producdo (MELIS et al., 2004).

Nos processos de sacarificagdo e fermentacdo para a producdo de bioetanol, ha a

formacéo de residuos que podem ser utilizados para a producao de biometano, caracteristico
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por ser produzido com biomassas residuais, com a ag¢do de microrganismos anaerobios
(MAHDY et al., 2014).

Ainda que as microalgas possuam um grande potencial energético para a producao
de combustiveis é de suma importancia o desenvolvimento de tecnologias e métodos que
visam uma producgdo economicamente viavel, bem como a utilizacdo de toda a biomassa.

Neste contexto, este trabalho se enquadra dentro do Programa de P6s-Graduacéo em
Engenharia Civil e Ambiental na linha de pesquisa de Infraestrutura Sustentavel. Além disso,
este estd vinculado também na linha de pesquisa “Potencial Biotecnologico das Microalgas
— Biorrefinarias de Microalgas”, dentro do projeto de pesquisa “Planta piloto de producao
de microalgas e uso da biomassa em aquicultura, na producdo de bioetanol e como
antioxidante”, pois a proposta deste estudo ¢ realizar a producao de bioetanol e biometano
com a biomassa microalgal de S. platensis. Este estudo é de grande interesse as industrias
produtoras de biocombustiveis, pois visa um aprimoramento das metodologias de producéo,
bem como a utilizacdo dos residuos gerados nas fases de sacarificacdo e fermentagdo do
bioetanol.

Obijetivou-se 0 uso da biomassa da microalga Spirulina platensis para producéo de
bioetanol e biometano. Os objetivos especificos foram:

a) Realizar a ruptura celular da microalga com diferentes métodos fisicos;

b) Estudar a sacarificacdo dos polissacarideos da microalga pelo uso de enzimas livres
e imobilizadas;

C) Produzir bioetanol utilizando o substrato obtido pela sacarificacéo;

d) Avaliar a producdo de biometano com os residuos obtidos na sacarificagdo e

fermentagdo alcodlica.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, realizou-se uma revisao da literatura com o objetivo de apresentar 0s
principais conceitos relacionados a producdo de biocombustiveis a partir da biomassa
microalgal. Buscou-se apresentar 0s principais conceitos relacionados a producgéo de
bioetanol, demostrando todas as etapas do processo produtivo, elencando os principais
fatores que influenciam diretamente no rendimento e viabilidade do processo. Além disso,
apresenta conceitos direcionados a producédo de biometano a partir dos compostos celulares

da Spirulina platensis LEB 52.

2.1 Biocombustiveis produzidos a partir de biomassa microalgal

As microalgas apresentam potencial para serem utilizadas como matéria-prima para
a producdo de biocombustiveis, devido a fatores como: capacidade de serem cultivadas em
terras ndo araveis; possibilidade de incorporacao de aguas residuais como fonte de nutrientes
na composicao dos meios de cultivos; taxas de crescimento e multiplicacdo maiores que de
outros vegetais produtores destes biocombustiveis; possibilidade de utilizacdo de gases de
emissdes das queimas de combustiveis fosseis como nutrientes durante os cultivos
fotossintéticos (VAN DEN HENDE et al., 2012).

Varias espécies de microalgas podem ser cultivadas em diferentes formas e meios de
cultivos para a obtencdo de biomassa. Uma variedade de biocombustiveis pode ser
produzida, tais como biodiesel, biometano, bioetanol, biohidrogénio, dependendo das
caracteristicas da biomassa. Através de ferramentas, como a engenharia metabdlica, que
desenvolve a manipulacdo de microrganismos para otimizar tais processos, minimizando
gastos energéticos e a geracdo de subprodutos indesejaveis, € possivel aumentar os
rendimentos e otimizar a produgéo de biocombustiveis (HALLENBECK et al., 2016).

Geralmente, a composi¢do bioquimica das microalgas cultivadas em condi¢des
normais, sem formas de stress de cultivo ou limitagdes de nutrientes, € de 30% a 50% de
proteinas, 20% a 40% de carboidratos e 8% a 15% de lipidios. Muito vem sendo estudado
para modificar esta composi¢do bioquimica da biomassa, conforme o biocombustivel que se
deseja produzir (HO et al., 2013). A Figura 1 apresenta um esquema relacionando 0s
compostos celulares presentes na biomassa com o tipo de biocombustivel possivel de ser
produzido (HERNANDEZ et al., 2015).



Figura 1- Tipos de biocombustiveis produzidos por diferentes compostos celulares
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Fonte: Adaptado de Stephens et al. (2010).

Organismos fotossintéticos sdo mais favoraveis para a producdo de combustiveis
renovaveis, devido ao seu baixo custo de cultivo, porém os rendimentos obtidos ainda nao
séo eficientes (DESAI; ATSUMI, 2013).

2.2 Bioetanol

A producéo de bioetanol por meio de biomassa microalgal € uma pratica viavel, pois
apresenta maior produtividade se comparada a matérias primas como cana-de-agUcar e
milho. Microalgas e cianobactérias podem chegar a acumular 50% de sua biomassa seca em
carboidratos, porém, estes polissacarideos devem ser hidrolisados para posterior assimilacdo
destes nos processos fermentativos subsequentes (TERCERO et al, 2014).

A producdo de bioetanol utilizando microalgas como matéria-prima pode ser realizada
por trés rotas. A primeira € a forma mais comum, a biomassa é exposta a uma hidrolise
enzimatica e posterior fermentagdo com leveduras. A segunda maneira é caracterizada por
utilizar vias metabolicas em condigdes escuras, simulares a produgdo de biohidrogénio
(SILVA; BERTUCCO, 2016).

A terceira forma é a fotofermentacdo, definida como um mecanismo natural que
realiza a conversdo de luz solar e produtos fermentaveis, através de uma via metabdlica de
grande eficiéncia. Esta maneira é a menos utilizada e estudada, necessitando assim de mais
estudos e otimizacdo dos processos, como 0 uso de engenharia metabdlica e genética para
redirecionar as vias bioquimicas existentes nas microalgas e ser mais eficiente na producao
do biocombustivel (SILVA; BERTUCCO, 2016). A Figura 2 apresenta um esquema das

diferentes rotas possiveis para a obtencdo do bioetanol a partir de biomassa microalgal.
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Figura 2- Diferentes rotas da producao de bioetanol
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Q Destilagdo
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Fonte: Adaptado de Silva; Bertucco (2016)
2.2.1 Producéo de bioetanol através de sacarificacdo e fermentagéo

Neste processo de producéo por sacarificacdo e fermentacéo, a obtencao de biomassa
microalgal é realizada em fotobiorreatores, sucedendo-se de etapas de ruptura da estrutura
celular para liberacdo dos compostos intracelulares, hidrdlise e posterior fermentacdo
(PHILL et al., 2010).

A Figura 3 apresenta as etapas e 0s procedimentos necessarios para a producdo de
bioetanol a partir da biomassa microalgal.

Figura 3- Etapas de producéo de bioetanol
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mecanica ¢

células o
enzimatica
Hidroélise dos Via écida_ ou
carboidratos SIETIANEE
Fermentagio

Destilagio —— | Bioetanol

Fonte: Adaptado Mussatto (2010)
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2.2.1.1 Formas de cultivos

Inicialmente € necessario escolher uma espécie de microalga, bem como o0 meio e a
forma de cultivo para dar inicio a produgdo de biomassa. Existem varias maneiras de cultivar
microalgas para producdo de biomassa. A forma mais simples sdo os sistemas abertos de
cultivo (Figura 4a), onde 0s mais conhecidos sdo as lagoas abertas rasas e 0s raceways. Estes
fotobiorreatores abertos sdo mais utilizados por se caracterizarem como uma forma mais
barata de implantacdo, porém apresentam baixo rendimento em biomassa devido a
dificuldades em controlar parametros como temperatura, luminosidade, entre outros
(HUNDT; REDDY, 2011).

Outro sistema de cultivo bastante utilizado sdo os fotobiorreatores fechados (Figura
4b) onde em uma matriz de tubos transparentes expostos a luz é realizado o cultivo. Neste,
é adicionado, de forma constante, uma fonte de dioxido de carbono e nutrientes. Este sistema
¢ muito utilizado em industrias, onde o proprio dioxido de carbono é produzido e
posteriormente incorporado ao sistema (LOERA-QUEZADA; OLGUIN, 2010).

Quando comparados os sistemas aberto e fechado de cultivos, os fechados
apresentam vantagens no rendimento de producdo de biomassa, visto que nesse sistema ha
maior controle de temperatura, menores taxas de evaporagdo e contaminacdes por bactérias,
fungos e protozoarios, controle maior das trocas de gases entre cultivo e ar atmosférico e
reducdo de areas de cultivos (HUNDT; REDDY, 2011).

Figura 4- Formas de cultivos de microalgas abertos e fechados
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Existem formas de alteragdes dos meios de cultivos para otimizar a produgédo de
biomassa, ou aumentar teores de compostos celulares como aumento de teores de lipidios,
proteinas ou carboidratos. Para a producdo do bioetanol o composto celular de interesse sao
os carboidratos. Desta forma o rendimento de producdo esta associado diretamente aos
percentuais deste componente. A Tabela 1 apresenta diferentes cepas de microalgas, bem

como seus percentuais de carboidratos.

Tabela 1- Percentuais de carboidratos de diferentes microalgas- Percentuais de
carboidratos de diferentes microalgas
Acumulo de carboidratos

Microalga

(%)
Arthrosphira platensis 58
Chlamydomonas fasciata Ettl 437 43,5
Chlamydomonas reinhardtii 597
UTEX 90 ’
Chlorella sokoniana 40,3
Chlorella variabilisNC64A 37,8
Chlorella vulgarisP12 41
Chlorella vulgarisFSP-E 52
Chlorella vulgariskMMCC-9 29 4
UTEX26 '
Chlorella sp. KR-1 49,7
Chlorococcum humicola 32
Chlorococcum infusionum 32
Dunaliella tertiolectalLB999 37,8
Dunaliella tertiolectalLB999 40,5
Scenedesmus dimorphus 45-50
Scenedesmus obliquus 30
Scenedesmus obliqguusCNW-N 51,8
Scenedesmus bijugatus 26
Synechococcus elongatus PCC 28
7942
Synechococcus sp.PCC 7002 59
Tetraselmis subcordiformis 45-50

Fonte: Adaptado de Silva; Bertucco et al. (2016)

Salla (2016) realizou um estudo para aumentar os teores de carboidratos em células
de Spirulina sp. cultivadas em meio contendo concentrado proteico de soro de leite,
utilizando Spirulina sp., o defice de nutrientes no meio de Zarrouk diluido a 20% e a adicdo
de 2,5% de residuos levou a produtividade elevada carbono chegando a 60 mg L™ d*. Varios
estudos ja foram desenvolvidos como o objetivo de produzir bioetanol com os carboidratos

microalgais. Margarites (2014) em experimentos de producdo de bioetanol a partir de
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biomassa de Spirulina sp., verificou produtividade de etanol de 1,18 g.L-1.h%, utilizando
50% dos carboidratos provindos da sacarificagdo da biomassa e 50% a partir da glicose.

2.2.1.2 Separagdo da biomassa

A escolha da tecnologia para realizar a separacao da biomassa do meio de cultivo é
um dos procedimentos que mais influenciam na economia e na eficiéncia nos processos de
producdo de combustiveis renovaveis (DANQUAH et al., 2009). Esta escolha é feita a partir
de uma série de fatores como o tipo da célula, a densidade e o tamanho das células
(BRENNAN; OWENDE, 2010). A colheita da biomassa dos meios de cultivos é uma das
etapas de elevado custo no processo, pois a escolha certa do método de extracdo pode
influenciar em até 30% no rendimento final de producédo de biomassa (MATA et al. 2010).
Os processos de filtracdo, sedimentacdo e centrifugacdo sdo os mais utilizados para
separacio da biomassa produzida do meio de cultivo (GONZALEZ-FERNANDEZ, 2012).

O Quadro 1 apresenta os métodos mais utilizados para a separacdo da biomassa,
demostrando as principais vantagens e desvantagens de cada método.

Quadro 1- Métodos de separacdo de biomassa, vantagens e desvantagens

Método Recuperacéo Vantagens Desvantagens
Aplicavel para quase todas as
espécies; Energia requerida;
Centrifugacgao > 90% Alta eficiéncia; Dano celular (forgas de
N&o requer adicdo de cisalhamento).

produtos quimicos.
Alta eficiéncia;
Flltraga!o 20 — 90% Perrrlltg a separagdo de
tangencial espécies sensiveis ao
cisalhamento.

Entupimento;
Limpeza das membranas;
Custo alto.

Processo demorado;
Baixa eficiéncia;

Sedlmer]tagao 10 — 90% Simples; Possibilidade de deterioracdo
gravimétrica Barato . ;
da biomassa;
Pode utilizar floculantes.
Viavel para grande escala;
Flotacdo 50 - 90% Alta eficiéncia; Pode utilizar floculantes.
Custo médio.
x Custo médio; — .
Floculagag e 25 _ 08% Alta eficiéncia: P033|b|I|dade_de contaminacao
Coagulacao da biomassa

Viavel para grande escala.
Fonte: adaptado de Laamanen et al. (2016)
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2.2.1.3 Ruptura celular

Para a producao de bioetanol é necessario realizar a ruptura celular ou pré-tratamento
na biomassa microalgal, com o objetivo de liberar os carboidratos que estdo no interior da
célula (HO et al., 2013).

Estes pré-tratamentos, além de liberar os compostos intracelulares auxiliam no
aumento da eficiéncia das préximas etapas, sacarificacdo e fermentacdo. Tais processos
podem ser divididos em fisicos, quimicos e enzimaticos (MATA et al. 2010).

Cada tipo de tratamento possui suas caracteristicas proprias e também custos que
dependem de alguns parametros como custo com eletricidade; reagentes alcalinos ou acidos;
temperatura necessaria durante o tratamento; tipologia das enzimas utilizadas; adicdo de
tensoativos durante a hidrélise enzimética e tipo de matéria prima (biomassa utilizada). Se
compararmos em uma escala dos menores aos maiores custos temos a seguinte ordem: os
tratamentos fisicos (micro-ondas, ultrassom, autoclave e ciclos de congelamento/
descongelamento); os tratamentos quimicos (reacdes alcalinas e béasicas); e os tratamentos
enzimaticos (amilases e celulases) (GONZALEZ-LOPEZ et al., 2013).

Os tratamentos fisicos mais utilizados sdo aumento de temperatura/pressdo e o
ultrassom (sonicacdo). Nahak et al. (2010) relatou sobre o efeito da pressdo de vapor na
microalgal Enteromorpha a 120 °C durante 1 min e comparou 0s rendimentos com um preé-
tratamento quimico com &cido sulfdrico. No final, a biomassa pré-tratada com pressdo de
vapor apresentou maior liberagdo de carboidratos.

O uso de ultrassom também vem sendo relatado com boas eficiéncias na liberacdo
dos carboidratos. Quando se utiliza este tipo de tratamento, ha uma entrada de energia
especifica que é necessaria para romper a estrutura celular e a eficiéncia do rompimento
depende de fatores fisicos da célula da microalga, como forma, tamanho e estrutura
intracelular (PURCELL et al., 2013).

Métodos que envolvem ciclos de congelamento e descongelamento sdo relatados
como métodos de baixo custo e com boas eficiéncias. O congelamento em temperaturas
proximas a -20 °C forma cristais de gelo, desta forma, a 4gua se expande. Tal expanséo é
responsavel pelo rompimento das paredes celulares e consequentemente liberagdo dos
compostos intracelulares. Este efeito de expansdo aumenta a area superficial e o volume dos
poros da biomassa, melhorado assim os rendimentos nas fases de sacarificagdo (CHANG et
al., 2011).
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Os pré-tratamentos quimicos referem-se a reacBes quimicas alcalinas ou &cidas,
sendo que baixas concentragdes de &cidos ja podem romper a parede celular. Tratamentos
alcalinos podem apresentar maiores eficiéncias devido ao fato de envolver menores pressdes
e temperaturas. Harun et al. (2011) realizou um tratamento alcalino na microalga
Chlorococcum infusionum utilizando NaOH e descreveu que esta € uma técnica promissora
para o tratamento microalgal visando a producéo de bioetanol.

Os processos de tratamentos enzimaticos podem apresentar boas eficiéncias nas
rupturas celulares e sdo métodos menos agressivos e sem geracdo de produtos inibitorios
(HO et al., 2013). Porém, um fator importante nestes métodos é a escolha correta das
enzimas, pois diferentes cepas de microalgas com caracteristicas particulares necessitam de
enzimas especificas (SCHENK et al., 2008).

Mahdy et al. (2014) relatam que 0 uso de enzimas como as proteases sdo mais
eficientes nas rupturas celulares, permitindo assim uma liberacdo maior de compostos como
carboidratos, lipidios e proteinas. Ainda é possivel realizar a combinacéo de tratamentos
enzimaticos e fisicos, que resultam em uma reducdo do consumo de energia e reduzem a
geracdo de produtos secundarios ou toxicos que possam alterar a qualidade do produto final
(CHEN et al., 2011). Segundo Ometto et al. (2014), para a producdo de biogas, a adicdo de
proteases é fundamental, pois a hidrélise aumenta as fragdes de matéria organica soltvel de

forma mais significativa.

2.2.1.4 Sacarificacédo

Apbs a etapa de ruptura celular é realizada a hidrolise dos polissacarideos para
posterior fermentacdo e obtencdo do bioetanol. A hidrolise ou sacarificacdo sdo
procedimentos que realizam a conversdo dos amidos presentes na biomassa em agucares
mais simples, visto que os amidos sdo estruturas mais complexas e inacessiveis aos
microrganismos que irdo realizar a fermentacdo. A sacarificagdo geralmente é caracterizada
por uma etapa que limita a velocidade de producdo de bioetanol. A hidrdlise dos
polissacarideos pode ser realizada de duas principais formas: a hidrélise quimica e hidrolise
enzimatica (SCIPIONI, 2011).

O processo de sacarificagdo quimica é mais rapido que a sacarificacdo enzimatica,
porém necessita de condicfes extremas de temperaturas, pH, presséo e adicdo de acidos e
bases. Devido a esses fatores mais extremos, pode haver a geracdo de inibidores que

interferem diretamente na fermentagéo, prejudicando assim o rendimento na produgéo de
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biocombustiveis e aumentando a geragdo de residuos (MUSSATTO et al., 2010). Além
disso, segundo Nguyen et al. (2010) € necessério criar um sistema de manutencdo de
condicdes para a reacdo acontecer, fatores como temperatura, umidade, pH sdo essenciais
para a reducao de produtos inibidores.

Nguyen et al. (2010) relatam também que utilizando acido sulfdrico um rendimento
de 95% de conversdo de carboidratos para agucares fermentaveis foi alcangado. Por outro
lado, Harun et al. (2011) utilizando métodos alcalinos com NaOH, chegou a producées de
acucares a partir de biomassa de C. ifusionum de 0,35 g de acucar/ g de biomassa. Tais
estudos confirmam as vantagens do uso de hidrélise quimica, realizando a conversdo de
acucares mais assimilaveis para microrganismos fermentadores, no entanto o rendimento em
acucares por hidrolise enzimatica € maior (CHOI et al., 2010).

Processos de sacarificacdo enzimatica de biomassa microalgal envolvem a utilizacao
de enzimas como celuloses, amilases, glicoamilases, amiloglicosidase, sendo estas as mais
utilizadas. Este processo é realizado em condi¢Bes mais brandas de temperatura do que a
hidrolise &cida e ndo ha geracdo de subprodutos ou alteragdes que possam prejudicar a
posterior fermentacdo dos compostos convertidos, sendo uma das vantagens em relacédo a
hidrdlise quimica (YEH et al, 2010).

A temperatura na hidrolise enzimética é um dos fatores mais importantes para maior
eficiéncia, pois em temperaturas 6timas ha a transformacéo de actcares mais complexos em
monossacarideos mais simples. As enzimas amiloliticas hidrolisam compostos celulares
como carboidratos, trabalhando em uma faixa 6tima de 40 a 55 °C (HARUN et al., 2014),
apresentando assim melhores rendimentos na converséo.

A hidrdlise dos carboidratos microalgais é realizada por enzimas amiloliticas, como
as a-amilases e as amiloglicosidase. Este processo é desenvolvido em duas etapas principais,
sendo a primeira a liquefacdo, na qual a suspensdo de carboidratos mais concentrada é
convertida em uma solucdo de dextrinas mais sollveis. Na segunda etapa ocorre a
sacarificacdo, na qual as dextrinas transformam-se em glicose. A Figura 5 mostra a hidrolise

enzimética do amido em glicose devido a acdo de enzimas amiloliticas.
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Figura 5- Ac¢do das enzimas amiloliticas
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Fonte: Adaptada Lévéque et al. (2000)

A Figura 6 apresenta as etapas de transformacdo do amido em glicose, demonstrando

a acédo das enzimas.

Figura 6-Transformacdo do amido em glicose
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Fonte: Adaptada Scipioni, (2011).
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O amido ¢é caracteristico por apresentar um elevado peso molecular, e é formado por
dois principais componentes, a amilose e a amilopectina. A amilose é constituida por
residuos de a-D-glicose, unidas por ligagdes a-1,4. Ja a amilopectina é definida com uma
estrutura muito ramificada, pois além dos residuos de a-D-glicose agrupados por ligagdes a-
1,4 sdo interconectadas por liga¢des a-1,6 (SCIPIONI, 2011).

Tais enzimas sdo capazes de hidrolisar as moléculas de amido, liberando dextrinas e
polimeros de menor peso molecular compostos por unidades de glicose. As enzimas
amiloliticas sdo divididas em dois grupos: as endoamilases e as exoamilases. As
endoamilases sdo responsaveis por hidrolisar o interior da molécula do amido, resultando
em ramos lineares de oligossacarideos. J& as exoamilases, hidrolisam as extremidades
liberando unidades de glicose, produto final de menor peso molecular (SANTANA, 2012).

Através da acdo das amilases, sob condicdes 6timas, o amido é transformado em
glicose, raminose, galactose, entre outros mondmeros. Estes mondmeros podem ser
identificados por cromatografia liquida, a partir do uso de padrdes sintéticos (TEMPLETON
etal., 2012).

Choi et al. (2010) estudaram os efeitos das enzimas comerciais a-amilase, de B.
licheniformis, e glicoamilases, a partir de Aspergillus niger, para a conversdao dos
polissacarideos de Chlamydomonas reinhardtii em bioetanol. Os resultados mostraram que
os polissacarideos foram hidrolisados a pH 4,5 e 55 °C durante 30 min, apresentando uma
conversdo de 0,57 g de acucar/g de biomassa.

Processos enzimaticos podem ocorrer em condi¢des extremas de pH e temperaturas,
podendo gerar problemas relacionados a inibicao enzimatica. Além disso, varios estudos sao
necessarios para otimizar as quantidades de enzimas utilizadas no processo, visto que tais
biocatalisadores possuem elevado custo, podendo aumentar de forma consideravel o custo
total de producdo (DATTA et al., 2013).

Uma alternativa que pode diminuir este custo é a imobilizacdo de enzimas, que
permite a reutilizacdo, aumenta a estabilidade quimica e fisica das enzimas e diminuiu as
perdas por inibicdo. A imobilizagéo pode ser definida como um confinamento da enzima em
um suporte ou agregado, e estes devem ser selecionados por caracteristicas como:
estabilidade e rentabilidade (WANG et al., 2010). Diferentes tipos de suportes podem ser
utilizados, sendo os mais relatados os polimeros, nano particulas magnéticas e materiais
organicos, entre outros (DONG et al., 2014; VAZ et al., 2016).

Para que as enzimas imobilizadas se tornem um processo econdmico e efetivo é

preciso avaliar o suporte que serd utilizado. A espuma rigida de poliuretano (PU) € citada na
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literatura como um suporte vidvel para a pratica de imobilizacdo (NYARY et al., 2016), este
também se caracteriza por ser um material inerte, apresentando boa resisténcia mecanica e
um baixo custo comercial (LIU et al., 2007).

A imobilizacdo pode ocorrer por adsor¢do, ligacdes covalentes, encapsulamento,
aprisionamento ou ligagdes cruzadas. A Figura 7 apresenta as diferentes técnicas de

imobilizacéo de enzimas.

Figura 7- Diferentes técnicas de imobilizacéo

Adsorcao Ligacado covalente

Encapsulamento

€ Enzima

b = Ligagdo covalente
Aprisionamento

Fonte: Adaptado de Vaz et al. (2016)

Estes métodos de imobilizacdo diferenciam-se entre si, apresentando vantagens e
desvantagens. A escolha pela melhor técnica deve ser baseada na tipologia da enzima, nas
relagcbes entre enzima e suporte e nas relagdes posteriores a imobilizacdo entre enzima,
suporte e substrato. Estas relagdes devem ser levadas em conta para se garantir a manutengéo

das propriedades cataliticas da enzima (HOMAEI et al., 2013).
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2.2.1.5 Fermentacao

Fermentacdo € um conceito para a degradacdo anaerdbia da glicose ou de outros
nutrientes organicos por microrganismos, em varios sistemas para a producdo de energia
(MATSUDO et al., 2011). A Figura 8 apresenta as etapas da fermentacao.

Figura 8- Etapas da fermentacdo alcodlica
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Fonte: Matsudo (2011)

A enzima piruvato descarboxilase, responsavel pela descarboxilagdo do piruvato,
estad presente em todos 0s organismos que promovem a fermentacao alcodlica, por exemplo
leveduras de cervejarias (MATSUDO, 2011).

O processo de fermentacdo alcodlica para a obtencdo de etanol é um procedimento
descontinuo, caracterizado em trés fases: fase preliminar, h4 uma grande multiplicacao
celular, etapa de alto poder fermentativo; fase tumultuosa, caracteriza-se pelo
desprendimento do dioxido de carbono; e a fase complementar caracterizada pelo
desprendimento de didxido de carbono ser menor, evidenciando assim o fim do processo
fermentativo (PASCHOALINI; ALCARDE, 2009).

Para realizar estes processos é necessario um agente fermentativo. As leveduras sao
amplamente utilizadas nestes processos. A Saccharomyces cerevisiae € uma levedura muito
utilizada, sendo caracterizada como um microrganismo anaerobio facultativo, que em
anaerobiose realiza a transformacéo do acucar em etanol e CO2 (LUDWIG et al., 2000).

Ao metabolizar o aglcar ha geracdo de energia em formato de adenosina trifosfato

(ATP), e esta energia € utilizada pela propria levedura em seus processos metabolicos. O



27

etanol € um produto que € excretado pela célulaem ambiente de anaerobiose e ndo é utilizado
pela levedura (BOSQUEIRO, 2010).

Em escala industrial, a producéo de bioetanol via biomassa microalgal ¢ realizada de
forma tradicional, as solucdes de acucares fermentaveis sdo mantidas com o agente
fermentador, sendo assim os agUcares sdo utilizados nos processos metabolicos e ocorre a
excrecdo de bioetanol no meio. Em seguida, sdo desenvolvidos processos de destilagédo que
por diferenca de presséo de vapor ocorre a separacdo da agua e do alcool produzido podendo
assim chegar ao produto final (MUSSATTO et al., 2010).

2.3 Biometano

O biometano é um gés resultante da digestdo de matérias ou residuos através de dois
processos: a digestdo anaerdbia (DA) e da liquefagdo hidrotermal (HTL), sendo tais
tecnologias empregadas para realizar a transformacdo da biomassa residual em
biocombustivel (COONEY, 2007). A DA é um processo bioquimico que converte a
biomassa residual Umida em biogéas, através do metabolismo de bactérias anaerobias.
Basicamente este biogas possui dois elementos, 0 gas metano (CHa) e o diéxido de carbono
(C0Oy), sendo que estes elementos podem ser purificados e sintetizados a biometano, podendo
este ser usado na geracdo de eletricidade (BOHUTSKYI; BOUWER, 2013).

A DA basicamente é composta por 3 etapas: hidrdlise dos compostos celulares,
acidogénise e metanogénise, sendo que a primeira etapa, a hidrélise, é um fator limitante na
velocidade da digestdo anaerdbia. A realizacdo de um pré-tratamento para realizar a ruptura
celular da microalga pode aumentar o rendimento da AD, desta forma deixando 0s
compostos intracelulares mais acessiveis a degradacdo por enzimas hidroliticas produzidas
pelas bactérias anaerébias (MAHDY et al., 2014). A AD é um processo sinérgico, com uma
série de vias metabolicas. A Figura 9 apresenta as etapas de degradacdo dos compostos até

a transformagdo em gas metano.
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Figura 9- Vias metabolicas da AD para producdo de biometano

Proteinas e o Hidréli Actcares,
Lipideos g Idrolise  —| aminoacidos,
acidos graxos
A4
Fermentacio
v
CH,CO, [* Metanogénese [« Acidogénese

Fonte: Adaptado Yang, (2009)

A digestdo anaerdbia apresenta vantagens se comparadas a outros processos de
producdo de biocombustiveis, pois ndo é necessaria uma secagem da matéria prima, desta
forma possui um gasto energético menor e também uma geracdo muito baixa de subprodutos
ou residuos (YANG et al, 2007).

A liquefacdo hidrotermal é constituida por um processo termoquimico que converte
a biomassa em uma espécie de 6leo bruto, através de processos com &agua em altas
temperaturas, porém quando ha na composicdo celular altos teores de proteinas existe uma
geracdo elevada de nitrogénio no produto final. A combustdo deste nitrogénio resulta na
formacdo de gases toxicos (WARD et al., 2014). Ainda, segundo Ward et al. (2014), neste
processo as proteinas sdo hidrolisadas em aminoacidos em condi¢des hidrotérmicas podendo
gerar descarboxilacdo e reacdes cruzadas de carboidratos.

Estudos revelam que a producdo de biometano pode ser menos complexa e mais
rentavel, visto que as microalgas, de acordo com a sua composicao celular, possuem
caracteristicas essenciais para a producdo, como altos teores de carboidratos, lipidios e
proteinas, fazendo com que estes sejam utilizados facilmente como substratos para a
producdo deste biogds (LAKANIEMI et al., 2011). A partir de uma quantidade de substratos
biodegradaveis e a acdo de um conjunto de bactérias anaerdbias, os substratos sdo
degradados e transformados em biometano, sendo que o rendimento da producdo esta

diretamente ligado aos teores de proteinas e lipidios disponiveis na biomassa microalgal.
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3 METODOLOGIA

A Figura 10 apresenta as etapas da metodologia seguida para alcancar 0s objetivos
propostos.

Figura 10- Fluxograma da metodologia experimental
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3.1 Biomassa de Spirulina sp. LEB 52

A microalga utilizada foi a Spirulina sp. LEB 52 cultivada em tanques abertos com
capacidade maxima de 10 L com controle de agitacdo de 0,35 m/s e suplementados com
meio Zarrouk 20% (MAGRO et al., 2017). Os cultivos foram realizados até as microalgas
atingirem a fase de declinio (FD), fase em que ocorre o maior acimulo de carboidratos
intracelular.

A separacao da biomassa foi realizada por filtracdo em tela de nylon com abertura de
malha de 0,048 mm e posterior secagem em estufa a 50 °C por 24 h (MAGRO et al., 2017).
Os tanques localizam-se em uma estufa de hidroponia alocada no Parque Tecnol6gico da

Universidade de Passo Fundo.

3.2 Caracterizacao da biomassa

O preparo das amostras para quantificacdo do teor de carboidratos e proteinas foi
realizado utilizando método da sonicacdo. A biomassa seca foi colocada em tubos de
centrifuga com capacidade méaxima de 15 mL, para realizar o rompimento celular. Foram
adicionados 5 mg de biomassa em 10 mL de &gua destilada e posterior sonicacao por cinco
ciclos de 60 s em Sonicador de Ponteira Unique - Modelo: DES500.

Apds a sonicacdo, foi determinado o teor de carboidratos pelo método fenol-sulfurico
(DUBOIS et al., 1956) (ANEXO 1I). O teor de proteinas na biomassa algal foi determinado
conforme metodologia descrita por Lowry et al. (1951) (ANEXO I1). Para a determinagéo
da concentracdo de lipidios o método utilizado foi desenvolvido por Folch et al. (1957)
(ANEXO I11).

A analise de cinzas da biomassa foi realizada através do método descrito pelo
Instituto Adolfo Lutz (1985).

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicatas e expressas em base seca.

3.3 Ruptura celular da biomassa de Spirulina

Os procedimentos de ruptura celular foram realizados com o objetivo de romper a
parede celular da microalga para ocorrer a liberacdo dos polissacarideos intracelulares.
Foram testados diferentes métodos fisicos, conforme delineamento experimental

apresentado na Tabela 2. Para realizacdo de cada tratamento, foi preparada uma suspenséo
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10% (m/v) da biomassa, com volume total de 100 mL em erlenmeyer de 250 mL. Todos 0s

ensaios foram realizados em duplicata.

Tabela 2- Delineamento dos ensaios de ruptura celular da microalga
Tratamentos Meétodos Descricéo
Solucéo de Spirulina 10% em tamp&o fosfato de
sodio 0,2 M pH 5,5. Sonicacao por 10 ciclos de

A
1 Sonda Ultrassonica 60s.
Solucéo de Spirulina 10% em tampéo fosfato de
5 Gelatinizacio sodio 0,2 M pH 5,5. Gelatinizacdo em banho
¢ termostatico a 100 °C por 10 min.
Solucéo de Spirulina 10% em tamp&o fosfato de
3 Autoclave sodio 0,2 M pH 5,5. Autoclavagem por 20 min

al21°C.

Solucéo de Spirulina 10% em tampéo fosfato de
sodio 0,2 M, pH 55. As amostras foram

congeladas e descongelada por 24 h cada ciclo.
*Métodos seguidos de gelatinizacdo em banho termostatico em 100 °C por 10 min.

Congelamento/

4
Descongelamento*

Apos realizada a ruptura celular foi realizada a sacarificagdo enziméatica como forma
de avaliar qual método de rompimento foi mais eficiente na liberacdo dos carboidratos. A
sacarificacdo foi realizada através da adi¢do das enzimas a-amilase (Liquozme ® Supra
2.2X) e amiloglicosidase (AMG ® 300L).

Apbs a ruptura celular foram adicionados de forma simultanea 1 mL de cada enzima,
diluidas em &gua destilada, na propor¢cdo de 1:200 (v/v). Foram retiradas amostras nos
tempos 1 h e 2 h apds a inser¢éo das enzimas, sendo mantidos incubados em mesa agitadora
a 50 °C com agitacdo de 150 rpm.

Para determinacdo dos agUcares redutores gerados, foram realizadas amostragens de
1 mL das amostras de cada tratamento com posterior precipitacdo das proteinas, utilizando
0,4 mL de solugdes de Carrez 1 e 11, (solugdo 15% de ferrocianeto de potéssio e solugdo 30%
de sulfato ou acetato de zinco, respectivamente). Avolumou-se em baldo volumétrico de 10
mL com &gua destilada, centrifugou-se a 3640g por 10 min. Apos foi realizada uma filtrag&o,
e 1 mL do filtrado foi utilizado na determinacdo da concentracdo de agUcares redutores,
através método do acido 3-5-dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959). As determinacdes

analiticas foram realizadas em duplicata.
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3.4 Caracterizacdo das enzimas

As enzimas foram caracterizadas com o objetivo de verificar as faixas 6timas de acédo
quanto ao pH e temperatura. Foram realizados ensaios utilizando extratos enzimaticos das
enzimas o-amilase (Liquozme® Supra 2.2X) e a amiloglicosidase (AMG® 300L), doadas

pela empresa Novozymes.

3.4.1 Avaliagéo do pH e temperatura 6timos de acéo

As atividades enzimaticas foram avaliadas em trés temperaturas e trés pHs, conforme
a Tabela 3.

Tabela 3- Delineamento dos ensaios de atividade enzimatica

Tratamentos Temperatura (°C) pH
1 37 55
2 37 6,0
3 37 7,0
4 50 55
5 50 6,0
6 50 7,0
7 60 55
8 60 6,0
9 60 7,0

A avalia¢do do pH e temperatura 6tima de a¢do das enzimas foi realizado para a-
amilase e amiloglicosidase utilizando como substratos solu¢Ges de amido e de biomassa de
Spirulina.

A atividade enzimatica sobre o amido foi realizada com solugdo de amido 1% em
tampdo fosfato de sodio 0,2 Mol/L nos pHs desejados. As enzimas foram diluidas na
proporcdo 1:2000 (v/v) em tampdo fosfato de sodio 0,2 Mol/L. A reacdo foi realizada em
triplicada em tubos de ensaios. Foram adicionados 4 mL de solugdo de amido e 1 mL de
extrato enzimatico. Os tubos foram incubados em mesa agitadora por 60 min nas
temperaturas de acordo com a Tabela 3.

Transcorrido o tempo de reagdo, foi realizada a inativagdo das enzimas com a adi¢ao
de 5 mL de NaOH 1 Mol/L seguida de fervura em banho-maria a 100 °C por 10 min.

Ap0s foi realizada a precipitacéo de proteinas com solugdes de Carrez | (solugdo 15%
de ferrocianato de potassio) e Il (solucdo 30% de sulfato de zinco) e determinada a
concentracdo de acucares redutores (AR) pelo método 3,5 DNS (MILLER, 1959),
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utilizando-se uma curva padrdo, obtida a partir de solugcdo estoque de glicose anidra,
realizando-se a dilui¢do das amostras a fim de que se obedecesse aos limites da curva-padrao.
A atividade enzimatica utilizando Spirulina como substrato foi realizada apos o pré-
tratamento da biomassa. Foi preparada uma suspensdo 10% (m/v) de Spirulina seca em
tampdo fosfato de sodio 0,2 Mol/L nos pH desejados (Tabela 2). A ruptura celular foi
realizada por métodos de congelamento/descongelamento seguida de gelatinizacdo em
banho termostatizado a 100 °C por 10 min. A reacdo enzimatica foi realizada utilizando 4
mL da solucdo obtida e 1 mL das enzimas diluidas na proporcdo 1:200 (v/v) em tampao
fosfato de sdédio 0,2 Mol/L conforme os pH (Tabela 2). Apds 60 minutos de reagdo foi
realizada inativagdo das enzimas, adicionando 5 mL de NaOH 1 Mol/L, com posterior
fervura & 100 °C por 10 min. Apos foi realizada a precipitacdo de proteinas com solugdes de
Carrez | (solucdo 15% de ferrocianato de potassio) e Il (solucdo 30% de sulfato de zinco).
A concentracdo de agUcares redutores (AR) liberados foi determinada pelo método
3,5 DNS (MILLER, 1959), utilizando-se uma curva padrdo, obtida a partir de solucéo
estoque de glicose anidra, realizando-se a diluicdo das amostras a fim de que se obedecesse

aos limites da curva-padrao.

3.4.2 Imobilizacdo das enzimas

As enzimas a-amilase e amiloglicosidase foram imobilizadas utilizando metodologia
de imobilizacéo in situ (adaptado de BUSTAMANTE-VARGA et al., 2015) que consistiu
na adicdo de 5 mL de poliol poliéster e 5 mL de isocianato de tolueno, mantendo relacdo de
5:5 (v/v). Os reagentes que constituiram o suporte foram cedidos pela Mannes (Brasil). Os
suportes com as enzimas foram mantidos em dessecador por 24 h para total polimerizagédo
e, apos isso, foram fracionados utilizando um liquidificador industrial, embalados a vacuo e
armazenados a 4 °C.

Foram adicionados diferentes volumes de enzimas aos imobilizados, baseados nos
volumes utilizados na sacarificagdo com o biocatalisador livre. Estes volumes demonstrados

na Tabela 4.
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Tabela 4- Volumes de enzimas «-amilase e amiloglicosidase imobilizados

Enzimas Volume (mL)
a-amilase 0,5
a-amilase 1,0
a-amilase 15
AMG 0,5
AMG 1,0
AMG 1,5
a -amilase+AMG 0,5+ 0,5*
a -amilase+AMG 1,0+1,0*
a -amilase+AMG 15+1,5*

* As enzimas foram imobilizadas em conjunto.

3.4.3 Atividade enzimética das enzimas livres e imobilizadas

Apbs determinados o pH e temperatura étimos de acdo das enzimas a-amilase e
amiloglicosidase, foi determinada a atividade enzimética destas em solugdes de amido e de
Spirulina por metodologias baseadas na quantificacdo de acucares redutores (MILLER,
1959), produzidos pela hidrdlise de amido, sendo o tempo de reacdo de 60 min. O volume
de enzima usado na atividade das enzimas a-amilase e amiloglicosidase livre foi 1 mL e para
enzimas imobilizada foi 0,1g.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 umol de glicose por minuto nas condi¢des do método proposto (ALVA et

al., 2007). As atividades enzimaticas foram calculadas utilizando a Equagdes 1.

AA = @ X % )
Sendo:
[AR]: Concentracédo de agUcares redutores (mg/mL);
Abs: Absorbancia em 546 nm;
AA: Atividade amilolitica (U/mLenzima).

t: Tempo de reagdo (min)
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3.4.4 Determinacdo da atividade especifica das enzimas

A determinacdo das proteinas totais dos extratos enzimaticos foi realizada pelo
método de Lowry et al., (1951), a fim de determinar-se as atividades especificas. Em tubos
de ensaio foram adicionados 0,5 mL de extrato enzimatico diluidos 2000 vezes, e acrescidos
de 0,5 mL de uma solucdo NaOH 1 Mol/L. Apds, as amostras foram colocadas em banho
termostatico a 100° C por 5 min. Em seguida adicionou-se 2,5 mL da solucao preparada no
momento do uso, composta de carbonato de sédio 5% (p/v) sulfato de cobre 1% (p/v) e
tartarato de sodio e potassio 1% (p/v).

Os tubos foram mantidos por 10 min, seguido da adi¢cdo de 0,5 mL de Folin
Ciocalteau. Apds 30 minutos a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro calibrado no
comprimento de onda de 750 nm. A partir da concentracdo de proteina presente na enzima,
foi calculada a atividade especifica da enzima (Equacdo 2), que é a razdo da atividade

amiloliticas pela concentracao de proteina da enzima.

AE = AA
~ [proteina] ()

Sendo:
AE: Atividade Especifica Enzimatica (U/mgproteina);
AA: Atividade enzimatica amilolitica (U/mL enzima);

[Proteina ]: Concentracdo de proteina na enzima (mg proteina/ML enzima).
3.5 Sacarificacdo da biomassa algal

Foram realizados ensaios de sacarificacdo dos polissacarideos microalgais com
enzimas livres e imobilizadas. As enzimas a-amilase e amiloglicosidase foram adicionadas
em uma solucgéo de Spirulina 20% (m/v) previamente tratada segundo o melhor resultado de
teste de rompimento celular. A biomassa foi preparada em tampé&o fosfato no pH étimo de
acao das enzimas.

A sacarificacdo ocorreu em agitador orbital a 150 rpm, em erlenmeyer de 250 mL
com volume atil de 100 mL e temperatura 6tima pré-determinada para acdo de ambas as
enzimas. A sacarificacdo foi realizada com as enzimas livres e imobilizadas, conforme
ensaios da Tabela 5. No caso das enzimas imobilizadas utilizou-se propor¢édo de suporte com
0 imobilizado de 1% (m/v).
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Tabela 5- Delineamento dos ensaios de sacarificacdo da biomassa de Spirulina com
enzimas livres e imobilizadas
Quantidade de enzima

Condigéo/Enzima adicionada
Livre/a-amilase+AMG 0,8 (mL)
Livre/a-amilase+AMG 0,5 (mL)
Livre/a-amilase+AMG 1,0 (mL)
Livre/a-amilase+tAMG 1,5 (mL)
Imobilizadas separadas/a- 0,5 (g) de suporte de cada
amilase+tAMG enzima imobilizada no
concentracdo 0,5 mL
Imobilizadas separadas/ 0,5 (g) de suporte de cada
a-amilase+tAMG enzima imobilizada na
concentragéo 1,0 mL
Imobilizadas separadas/ 0,5 (g) de suporte de cada
a-amilase+tAMG enzima imobilizada na
concentracdo 1,5 mL
Imobilizadas em conjunto/ 1,0 (g) de suporte das
a-amilase + AMG enzimas imobilizadas em
conjunto na concentragao
0,5mL
Imobilizadas juntas/ 1,0 (g) de suporte das
a-amilase + AMG enzimas imobilizadas em
conjunto na concentragao
1,0 mL
Imobilizadas juntas/ 1,0 (g) de suporte das
a-amilase + AMG enzimas imobilizadas em
conjunto na concentragao
1,5 mL

Para determinacdo dos acUcares redutores gerados, foram realizadas amostragens de
3 mL das amostras de cada ensaio, num intervalo de tempo de 0 a 24 h, adicionou-se mais 3
mL de NaOH 1 molar, com posterior precipitacdo das proteinas, utilizando 0,4 mL de
solucBes de Carrez | e 1, (solucdo 15% de ferrocianeto de potéssio e solugdo 30% de sulfato
ou acetato de zinco, respectivamente). Avolumou-se em baldo volumétrico de 10 mL com
agua destilada, centrifugou-se a 3640g por 10 min. Apds foi realizada uma filtragdo, e 1 mL
do filtrado foi utilizado na determinacdo da concentracdo de agucares redutores, atraves
método do &cido 3-5-dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959). As determinacdes analiticas
foram realizadas em duplicata.

A eficiéncia de hidrdlise, foi calculada conforme a equagdo 3, além disso foi
determinada a eficiéncia de hidrolise com base da quantidade de enzima utilizada no ensaio,

esta determinada conforme equagéo 4.
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EH(%) = groishidrilise 1y 3)
wmgss 1’1
Sendo:
EH (%) = Eficiéncia de hidrolise
ARqpes hidrlise (9.L™1)= Aguicares redutores obtidos apds a hidrdlise
Mbiomassa (§) = Massa de Spirulina utilizadas na sacarificagao
CHO (%): Carboidratos presentes na biomassa de Spirulina

V (L) = Volume final dos ensaios de sacarificagio

EHP = Ve"Zimii;:iztiz:jl:lezima’tico (4)
Sendo:
EHP (%): Eficiéncia de hidrélise baseada na quantidade de enzima e quantidade de proteina
no extrato enzimatico
ARapes hidrlise (9.L™)= Agucares redutores obtidos apds a hidrdlise
Venzima (ML): Volume de enzima livre ou imobilizado
PTNextrato enzimatico (M@/mL): Quantidade de proteina presente no extrato de enzima livre.
Quando as duas enzimas, foram utilizadas em conjunto, as massas de enzimas utilizadas

foram calculadas separadas e depois somadas.

O ensaio que apresentou maior eficiéncia dentre os que continham enzima livre,
passou por um aumento de escala. Utilizou-se um reator de hidrélise com capacidade de 1,5
L, este experimento foi realizado em duplicata.

Apos a sacarificacdo, foi realizado uma centrifugacdo a 1320g por 20 min, o
sobrenadante foi utilizado como substrato na fermentacdo alcodlica. O residuo deste

processo foi utilizado para a producao de biometano.

3.5.1 Avaliacdo do reuso das enzimas imobilizadas

A partir da melhor condicdo de sacarificacdo utilizando as enzimas imobilizadas,
foram testados o reuso. Os testes foram realizados a partir de uma solugéo de Spirulina 10%
(m/v) em tampédo fosfato pH 5,5 com rompimento celular por ciclos de 24 h de
congelamento/descongelamento. Os testes foram incubados em agitador durante 24 h a 50°C

sob agitacdo de 150 rpm. Apds a reagdo, as amostras foram filtradas através de papel de
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filtracdo para separar a enzima imobilizada, que foi lavada com agua destilada e novamente
submetida a hidrélise da biomassa da Spirulina. Os agucares redutores foram determinados
no filtrado pelo método colorimétrico, utilizando 3,5 acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller,
1959). Os reciclos foram encerrados ap6s perda de 50% das eficiéncias de hidrdlise.

Para avaliar o desprendimento das enzimas imobilizadas no suporte, foi incubada
uma massa de suporte contendo as duas enzimas (1% m/v) em 0,2 mol/L de fosfato de sodio
em um erlenmeyer de 250 mL com um volume inicial de 100 mL. A cada duas horas, foram
retiradas amostras para a determinacéo de proteinas no liquido usando o método de Lowry
et al. (1951).

3.5.2 Caracterizagdo dos mondmeros

A caracterizacdo dos monémeros ap0s a hidrélise dos polissacarideos de Spirulina
foi determinada por HPLC. A amostra do hidrolisado foi filtrada em membrana de celulose
0,45 um (Milipore®) e injetada em coluna AMINEX HPX-87H (Biorad). A fase movel foi
constituida de solugéo H2SO4 5,0 mM mantida sob fluxo de 0,6 mL.min-1. A temperatura do
forno foi mantida a 50 °C e a deteccdo foi por indice de refracdo, a 210 nM. Os padrdes

utilizados foram glicose, frutose, xilose, arabinose, manose e galactose da Sigma-Aldrinch.

3.6 Producao de bioetanol

3.6.1 Microrganismo

A levedura S. cerevisiae CAT-1 foi mantida em tubos de ensaio a 4 °C, com meio
solido inclinado com a seguinte composicdo: 1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 2%
de glicose e 2% de &gar. Posteriormente, as células da levedura foram ativadas pela
realizacdo de um pré-indculo. O meio de cultivo foi composto por 1% de extrato de levedura,
2% de peptona e 2 % de glicose, o qual apos esterilizacdo a 121°C por 20 min e
arrefecimento. O pre-indculo foi preparado em erlenmeyer de 250 mL com volume util de
100 mL e incubado em agitadora orbital por 48 h a 150 rpm e 30 °C. Apos, 0s indculos foram
preparados adicionando-se ao meio de cultivo do inoculo (2% glicose, 1% de extrato de
levedura, 2% de peptona) 10% (v/v) do pré-inoculo.

Foram preparados dois indculos diferentes, adicionando-se, 2% glicose, 1% de

extrato de levedura, 2% de peptona e em variou-se as concentragdes de hidrolisados
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provenientes da sacarificacdo enzimatica dos polissacarideos da microalga em 3% ou 15%.
Os indculos foram preparados em erlenmeyers de 250 mL, com volume util de 100 mL,
mantidos em agitadora orbital a 150 rpm durante 10 h (tempo necessario para que a levedura

se encontre na fase exponencial de crescimento).
3.6.2 FermentacOes

O pH do hidrolisado foi ajustado entre 4,5 e 5,0 com &cido acético e posteriormente
esterilizado e inoculado com 10% (v/v) de in6culo da levedura S. cerevisiae. Os ensaios
foram realizados em erlenmeyer de 1 L com volume util de 450 mL em estufa a temperatura
de 30 °C. O processo foi realizado na auséncia de agitacdo. A coleta das amostras foi
realizada no tempo inicial e a cada 4 h para a determinagdo da concentracdo de acgUcares
redutores (AR), concentracdo de etanol e concentracdo celular de S. cerevisiae. Os ensaios
foram encerrados apos a estabilizacdo dos parametros testados. Os ensaios de fermentacdes
foram realizados variando a adicdo de hidrolisado no inéculo e a inser¢do de nutrientes ao
mosto, conforme a Tabela 6.

Tabela 6- Delineamento experimental dos ensaios de fermentagéo

Ensaio Hidrolisado no in6culo (%)  Nutrientes
F.S.3% 3 N/C
F.S.15% 15 N/C

5 g/L de extrato de

levedura;
3,5 g/L de fosfato de
potassio anidro
(K2HPOg);

F.C.15% 15 0,75 g/L de sulfato de
magnésio
(MgSO47H20);
1 g/L de cloreto de
calcio (CaCl>2H20).

F.S.3%- fermentacdo sem adicdo de nutrientes ao hidrolisado e adicdo de 3% de hidrolisado durante o preparo
do inoculo. F.S.15%- fermentacdo sem adicao de nutrientes ao mosto e adi¢do de 15% de hidrolisado durante
0 preparo do indculo. F.C.15%- fermentacdo com adi¢do de nutrientes a0 mosto e adigdo de 15% de
hidrolisado durante o preparo do indculo. N/C- Sem a adi¢do de nutrientes.

As diferentes concentragdes de hidrolisado inseridos no indculo, foram testadas com
0 propdsito de verificar se com o aumento do substrato no preparo do indculo a levedura se
adaptaria melhor na fase subsequente da fermentacdo, por estar mais adaptada a esta fonte.

Também foi testado em um ensaio a adi¢do de nutrientes ao mosto de fermentacéo, com o
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objetivo de verificar se havia de necessidade de adi¢do de nutrientes sintéticos ou somente
0s componentes da biomassa de Spirulina seriam suficientes para a nutricdo da levedura
durante o processo fermentativo.

O mosto fermentado foi centrifugado a 1320g por 15 min os residuos foram utilizados
para testar o potencial de producéo de biometano.

A determinacdo da concentracdo celular foi realizada por meio de espectrofotometria,
através da leitura da absorbancia do meio de cultura a 600 nm. O sobrenadante obtido apds
centrifugacdo foi utilizado como branco para eliminar a interferéncia de coloracdo do meio.

Foi verificado através das analises AR o consumo do substrato pela levedura. Este
foi quantificado pelo método 3,5 DNS (MILLER, 1959), utilizando-se uma curva padrao,
obtida a partir de solucdo estoque de glicose.

A concentracdo de etanol foi quantificada através do método espectrofotométrico
para determinacdo de teores alcodlicos em misturas hidroalcoolicas (SALIK; POVH, 1993).

A eficiéncia (n) na formagao de etanol serd obtida através da Equagao 5 (HANG;

LEE; WOODAMS, 1981).

AE
04) =
(%) = 5511 x o= s %0 ©)

Sendo:

AE = Varia¢do da concentragdo de etanol (g.L™%);

S0 = Concentracéo de aglcares redutores totais no inicio da fermentagéo (g.L™);
S = Concentracéo de aglcares redutores totais no final da fermentacéo (g.L™).

Tambem foram determinados os parametros do fator de conversédo de substrato em
células (Yxss) (Equacdo 6), fator de conversdo de substrato em produto (Yrss) (Equacdo 7),
fator de conversdo de produto em célula (Yxp) (Equacdo 8) e produtividade em etanol
(Petanol) (Equacdo 9) (SCHMIDELL et al., 2001).

R AX
YX/S (gcélulas -gsubtrato) L= _AS (6)

Sendo:
AX = Variagdo da concentragdo de células (g.L %);

AS = Variagio da concentracio de substrato (g.L ).
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41_ AP
YP/S (gproduto -gsubtrato) L= —AS (7)
Sendo:
AP = Variagio da concentracio de etanol (g.L?);

AS = Variagio da concentracio de substrato (g.L1).

- AX
YX/P (gcélula -gproduto) t= _AP (8)

Sendo:
AX = Variagdo da concentragdo de célula (g.L?);

AP = Variacio da concentracio de etanol (g.L™?).

—15.-1\-1 _ AE
Petanol (g-L h 1)l:E (9)
Sendo:
AE = Varia¢do da concentragdo de etanol (g.L ?);

At = Variagao do tempo de fermentacao (h).

Ao término da fermentacdo foi realizada a destilacdo do mosto fermentado em
microdestilador de bancada da marca Tecnal modelo TE-012.

O mosto fermentado foi centrifugado a 1320g por 15 min os residuos foram utilizados
para a producdo de metano.

A geracédo de energia proveniente do etanol produzido, foi calculada pela entalpia

deste combustivel, onde foi relacionado o potencial energético em kJ/mol.

3.7 Potencial Bioguimico de Metano (PBM)

Os ensaios de PBM foram realizados no Laboratério de Estudos em Biogas (LEB)
da Embrapa Suinos e Aves, Concordia/SC, de acordo com recomendacdes do procedimento
VDI 4630 (2006). Todos os testes de digestdo anaerobia foram realizados em triplicata
usando o Sistema Automatico de Teste de Potencial de Metano Il (AMPTS II, Bioprocess
Control, Suécia), o qual determina o volume de metano produzido, em reatores de vidro de
500 mL mantidos a 37 °C (Figura 11).



42

Figura 11- Sistema automatico de teste de potencial de metano

A Tabela 7 apresenta as massas inseridas nos meios reacionais para os testes de

potencial bioguimico de producdo de metano.

Tabela 7- Massas adicionadas aos meios reacionais

Ensaios In6culo (g) Substrato (g) Sélidos Totais (g)  Sélidos Volateis (g)
In6culo Amostra Inbéculo Amostra

Inéculo 396,09 NA 14,72 NA 9,30 NA

Celulose 399,31 2,03 14,85 1,93 9,38 1,93

Biomassade 397,49 3,85 14,78 3,56 9,34 3,35

Spirulina

Residuo da 386,57 14,96 1438 3,40 9,08 2,79

sacarificacao

Residuo da 383,57 18,85 1425 2,09 9,00 1,42

fermentacao

NA-= ndo adicionado

Foram testados como substrato os residuos provenientes apos sacarificacdo dos
polissacarideos microalgais, os residuos oriundos apo6s fermentagdo dos mondmeros de
glicose e a biomassa integra da microalga Spirulina. Visando avaliar a atividade
metanogénica do indculo anaerobio foi realizado controle, visando avaliar a producdo de
biometano do in6culo, mais ensaio controle positivo, aplicando como substrato celulose
microcristalina de alta pureza (Sigma-Aldrich). Além dos ensaios contendo os substratos de
interesse ao estudo, também foi avaliada a producdo cumulativa de biogas em reatores
somente com inoculo, para fins de descontar a contribuicdo basal gerada pelo indculo

anaerobio em todos os demais bioreatores.



43

O indculo utilizado é proveniente de reator anaerobio mantido em condigdes
mesofilicas, no LEB da Embrapa, portanto, tratando-se de inoculante previamente
aclimatado e enriquecido, conforme padronizacéo e validacdo descrita por Steinmetz et al.
(2016). Este € constituido de partes iguais de indculos iniciadores: dejeto bovino fresco, lodo
anaerobio granular de UASB de uma empresa de gelatina, lodo anaerébio de reator UASB
alimentado com dejetos de suinos.

O inoculo foi alimentado com uma mistura de racdo para suinos (75% m/m), grama
seca e moida (15% m/m), leite em p6 (5% m/m) e 6leo vegetal (5% m/m) a uma velocidade
de carga de 0,3 g VS L1d. Estas diversas fontes de substrato no indculo é utilizada visando
um aumento de diversidade microbiana e por consequéncia uma maior capacidade
metabolica (STEINMETZ, 2016). O indculo foi mantido sob condicdes anaerdbias a 37 °C
e agitacdo intermitente (60 rpm, durante 15 min a cada hora).

Os testes foram finalizados quando a producdo diaria de metano foi igual ou inferior
a 1% do montante ja produzido e os volumes registrados foram normalizados em condicdes
normais a temperatura de 273 K e pressdo de 1013 hPa. VDI 4630 (2006).

A geracdo de energia proveniente do metano produzido, foi calculada pela entalpia

deste combustivel, onde foi relacionado o potencial energético em kJ/mol.

3.8 Andlise Estatistica

As diferencas entre as médias dos ensaios foram avaliadas pela anélise de variancia

(ANOVA) no nivel de 95% de confianca seguida pelo Teste de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producdo de biomassa de Spirulina

Atraveés das determinacOes diérias de concentracao celular, foi possivel monitorar o
crescimento da microalga. Foram realizados um total de 40 cultivos em mini tanques de 10
L. A media de tempo de cultivo foi de 12 dias até a fase de declinio do crescimento. A Figura
12 apresenta a curva de crescimento média de todos os cultivos realizados, com seus

respectivos desvios-padréo.

Figura 12- Curva de crescimento média dos 10 cultivos da microalga Spirulina
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Os cultivos foram encerrados na fase de declinio, pois nesta fase ha maior acimulo
de carboidratos intracelulares, composto de maior interesse para a produgdo de bioetanol.
Segundo Magro et al. (2017), a colheita realizada na fase de declinio do crescimento da
microalga aumenta os teores de carboidratos devido as restricbes de nutrientes nesta fase de
cultivo.

Dois fatores séo citados como fundamentais na alteracdo dos teores de carboidratos
intracelulares. De acordo com Dismukes et al. (2008) a fase da colheita e a velocidade de
agitacdo, sdo capazes de alterar e inverter as concentraces de proteinas a carboidratos. A
Figura 13 apresenta os resultados da caracterizagcdo fisico-quimica dos compostos

intracelulares da Spirulina LEB 52.
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Figura 13- Composicédo proximal da microalga Spirulina em base seca
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Analisando as concentracGes dos compostos intracelulares verifica-se que a biomassa
obtida apresenta um acréscimo de carboidratos e uma reducdo no teor de proteinas em
comparagdo com biomassas obtidas de cultivos realizados em meios repletos de nutrientes,
nos quais a Spirulina apresenta altos teores de proteinas, em torno de 74%, carboidratos na
faixa de 17%, 7% de cinzas e baixos teores de lipidios (de 3% a 10 %) (CHAGAS et al.,
2016, VONSHAK, 2002). Em relacdo aos teores de lipidios, a Spirulina tipicamente
apresenta valores abaixo de 10%.

Markou et al. (2012) relata que em fases de declinio a microalga é induzida a produzir
compostos de reserva nutricional, acumulando carboidratos, justificando assim a reducéo do
valor de proteinas.

4.2 Ruptura da parede celular da biomassa de Spirulina

Os ensaios de ruptura celular foram desenvolvidos utilizando diferentes métodos
fisicos. Apos realizada a ruptura celular, uma sacarificagéo foi realizada em condi¢des iguais
em todos 0s ensaios, para avaliar apenas a variavel método de ruptura celular. A Figura 14
apresenta os resultados de concentracdo de AR formados apos sacarificacdo realizada apos

0 uso dos diferentes métodos de rompimento celular da microalga.
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Figura 14- Comparativo dos métodos de ruptura celular da biomassa Spirulina

18
16 ¢
L
14
12
< 10 c b
> -
Tz G b b F b
< 6 a =2 a
4
2
0
1 2
T(h)

m Sonda Ultrassénica @ Gelatinizacdo OAutoclave O Congelamento/Descongelamento

Todos os ensaios passaram pelo mesmo processo de sacarificacdo enzimatica, sendo adicionado 1 mL (1% v/v)
de cada enzima, diluidas em &gua destilada, na propor¢do de 1:200. Foram retiradas amostras para
determinacdo de AR (g/L) apds 1 e 2 h de reacdo em mesa agitadora a 50 °C e 150 rpm. * Em cada coluna,
médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si num nivel de 95% de
confianca (médiaxdp) pelo teste de Tukey

Analisando a Figura 14 é possivel verificar que os pré-tratamentos testados diferiram
entre si, apresentando valores diferentes de AR apds a hidrolise enzimatica. Nota-se que 0s
ensaios variam suas concentracfes de AR apds 1 h e 2 h da mesma forma, sendo que o
melhor pré-tratamento em 1 h foi o melhor também apds 2 h de sacarificacéo.

Os ensaios apresentaram diferenca estatistica entre si, sendo que o pré-tratamento
congelamento e descongelamento foi 0 melhor (p<0,05), que apresentou maior valor de AR
apos a sacarificacdo, evidenciando assim que com este método foi alcancada melhor
eficiéncia de ruptura celular.

Os ensaios com sonda ultrassonica e tratamento térmico ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si (p= 0,97). Ja a gelatinizacdo foi 0 que apresentou a menor concentragao
de AR, fato este que comprova que o0 uso de apenas elevada temperatura ndo € capaz de
romper totalmente a parede celular da microalga. Na gelatinizacdo, nédo se faz uso de elevada
pressdo, ondas ultrassonicas ou expansdo de areas superficiais formadas pelo congelamento
da &gua, além disso, ha baixa concentracdo de produtos solubilizados (SINGH et al., 2016).

O tratamento congelamento/descongelamento é relatado na literatura como um
método de ruptura celular eficiente, pois com a formacao de cristais de gelo ocorre a ruptura
celular, além disso, a expansao da agua, aumentando assim as areas superficiais e os volumes
dos poros da biomassa, realizando assim o rompimento celular (CHANG et al., 2011). No
decorrer do processo de congelamento e descongelamento a agua presente na célula forma
cristais de gelo, ocasionando a ruptura celular (TUANKRIANGKRAI; BENJAKUL, 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852415012237
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Smichi et al. (2016) realizaram estudo com o objetivo de realizar a ruptura em Juncus
maritimus para a producdo de bioetanol, comparando os resultados entre dois pré-
tratamentos: congelamento/descongelamento e adicdo de solugdo 1% de &cido sulfurico.
Apés realizada a ruptura celular, um consorcio de enzimas foi utilizado para realizar a
hidrélise dos carboidratos liberados. O pré-tratamento congelamento/descongelamento
apresentou valores superiores de AR.

Diante do exposto, foi possivel observar que o pre-tratamento é necessario para
liberar os carboidratos armazenados nas células da microalga. Uma vantagem é que a parede
celular da microalga Spirulina é composta por peptideoglicano, ndo havendo a presenca de
hemicelulose e lignina, o que favorece a ruptura da parede celular (JOHN et al., 2011).

4.3 Caracterizagdo de enzimas

4.3.1 Avaliacdo de pH e temperatura 6timos em amido e em carboidratos microalgais

As hidrdlises enziméticas do amido (1% m/v) e da solucdo Spirulina (10% m/v)
foram afetadas pelos pHs e temperatura utilizados, conforme pode ser verificado através da
Figura 15. Analisando de forma conjunta, os melhores resultados foram obtidos em
temperaturas de 50 °C e pHs 5,5 e 6,0, respectivamente, para os dois substratos. As maiores
concentracOes de agUcares redutores liberadas utilizando amido como substrato (Figura 15a
e 14b) foram obtidas nos ensaios (4 e 5), temperatura de 50° C e pH 5,5 para ambas enzimas
(p<0,05). Nos ensaios com temperatura de 37 °C e 60 °C e nos trés pH testados, os valores
de formacéo de AR sdo inferiores, mostrando que nestas faixas as enzimas a-amilase e AMG
ndo realizam a hidrolise com a mesma eficiéncia.

Nos ensaios que utilizaram a biomassa de Spirulina como substrato foram obtidos 0s
resultados de liberacdo de acucares redutores apresentados na Figura 15 (b) e (d), inferiores
aos obtidos quando utilizado amido como substrato. Para a enzimas a-amilase (Figura 15 b)
temperatura 50 °C e pH 5,5 apresentou o maior valor de velocidade de formacdo AR e se
diferiu estatisticamente dos demais ensaios, mostrando assim a faixa 6tima de atuagdo da o-
amilase para hidrolise dos polissacarideos da microalga Spirulina platensis LEB 52.

Ja para a enzima amiloglicosidase (Figura 15 d), dois ensaios apresentaram maiores
valores de AR, temperatura 50 °C pH 5,5 e pH 6,0 respectivamente, sem diferenca
significativa (p>0,05) entre eles. Para as duas enzimas, temperaturas de 37 °C e 60 °C e nos

trés niveis de pH testados, resultaram em concentragdes inferiores AR.
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Figura 15- Acucares redutores liberados apds acao das enzimas a-amilase e AMG na
hidrélise da solugcdo de amido (a) e (c) e nos polissacarideos de Spirulina platensis LEB
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Em cada figura, as médias seguidas por minusculas iguais ndo apresentaram diferencas significativas (p> 0,05)
em um intervalo de confianca de 95% (resultados apresentados na midia + desvio padrdo). Diluicdes das
enzimas em amido: 1: 2000. Dilui¢fes de enzimas para a biomassa de Spirulina 1: 200.

Analisando-se o0s resultados das duas enzimas, agindo com os dois tipos de
substratos, verifica-se que a existéncia de uma melhor faixa de atuacdo comum entre eles,
sendo esta, nas condic¢des de temperatura a 50 °C e pH 5,5. Este fato é importante, pois em
processos de hidrolise, as enzimas poderdo ser adicionadas juntas ao sistema, diminuindo
etapas de ajustes de pH e temperaturas durante os processos de sacarificagdo. Sendo assim,
buscando a otimizacgdo dos ensaios futuros de sacarificagéo e partir dos resultados de AR,
definiu-se que para as duas enzimas as condi¢fes 6timas sao temperatura de 50 °C e pH 5,5.

A diferenca no rendimento de producdo de AR apés a hidrélise enzimatica com
variagOes nas faixas de temperatura estd associada a degradacdo ou inativacdo das enzimas
em temperaturas mais baixas ou mais elevadas (PANCHA et al., 2010).

Gomes et al. (2014) realizou ensaios de hidrolise de amido com as mesmas enzimas

utilizadas neste trabalho. As condicdes de temperatura e pH utilizadas foram 37 °C e 7,1,
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faixa que segundo o autor foram sugeridas pelo fabricante das enzimas, ndo realizando
ensaios que variavam as condicOes de pH e temperatura.

Vaithanomsat et al. (2013) realizaram uma sacarificacdo do amido de mandioca, com
a enzima Liguozyme, tendo com faixas de melhor atuacao a temperatura de 60 °C e pH 6,0.
Ja& Presecki (2009) realizou hidrolise de amido com a enzima Liquozyme e obteve maiores
concentracdes de glicose em faixas de pH 5,5 e temperatura a 65 °C. Faixas um pouco
superiores as verificadas neste trabalho, devido ao fato que o substrato € oriundo de matérias-
primas diferentes.

Em estudo de sacarificagdo da microalga Dunaliella tertiolecta para a obtencdo de
bioetanol, realizado por Lee et al. (2013), foi utilizada a enzima amiloglicosidase AMG 300
L para realizacéo da hidrdlise dos polissacarideos. A sacarificacao enzimatica foi testada em
trés niveis de temperatura e pH (35 °C, 45 °C e 55 °C e 3,5; 4,5; 5,5, respectivamente). As
melhores concentragdes de AR foram obtidas nas faixas de temperatura 55 °C e pH 5,5,
sendo estes resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho.

Pancha et al. (2016) realizaram sacarificacbes enzimaticas de microalgas em
diferentes niveis de temperaturas e pH e observou que temperaturas abaixo de 30 °C e acima
de 55 °C, bem como pH abaixo de 3,5 e acimas de 6,5 resultavam em eficiéncias de hidrolise

mais baixas.
4.3.2 Resultados das atividades amiloliticas e especificas das enzimas livres e imobilizadas

A Tabela 8 apresenta os resultados de atividades amiloliticas em amido, concentracéo
de proteina e atividade especifica das enzimas livres o-amilase e amiloglicosidase.
Verificou-se que a enzima a-amilase apresenta uma atividade especifica maior que AMG,
devido a diferenca das quantidades de proteinas na composicdo dos extratos enzimaticos.

Outro fator que corrobora para que os valores de AE sejam maiores para a a-amilase
comparados com os da AMG, ¢ que a a-amilase hidrolisa simultaneamente as reacdes a-1,4,
ndo atuando sobre rea¢des a-1,6. Sua agdo se caracteriza por ser rapida, diminuindo a
viscosidade do meio. A a¢do da a-amilase ocorre em duas etapas: na primeira ocorre a
liberacdo muito répida dos grupos redutores, transformacfes de amido em dextrinas. Na
segunda fase € a sacarificagdo que ocorre de maneira mais lenta, necessitando assim da
insercdo de outro biocatalisador (REGULY, 1996).

Ainda, segundo Reguly (1996), a amiloglicosidase, atua sobre reacoes a-1,4 ¢ a-1,6,

porém de forma mais lenta, atuando em substratos que ndo passaram pela a¢do da a-amilase.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852415017186
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Atuando em substratos pré-hidrolisados pela a-amilase, esta realiza a transformacao das
dextrinas em glicose de forma mais répida e altas eficiéncias.
Foram testadas as atividades das enzimas atuando em conjunto, pois durante os

processos de sacarificagdo enzimatica estes biocatalisadores atuardo de maneira simultanea.

Tabela 8- Resultados de atividades amiloliticas em solugdo de amido com enzimas livre.

Enzima AA Proteina AE
(U/mL enzima)* (Mg proteina/ML enzima)™* (U/mg proteina)*
a-amilase 0,97+0,003 9,85+0,01 0,10+0,003
AMG 5,90+0,18 165,97+0,04 0,03 +0,002
a-amilase + AMG  4,92+0,12 175,82+0,05 0,02+0,007

AA: Atividade amilolitica; AE: Atividade especifica. U: umol AR/min.mL. *Resultados de médiatdesvio padréao.

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados de atividades amiloliticas em amido,
concentragdo de proteina e atividade especifica das enzimas a-amilase e amiloglicosidase

imobilizadas.

Tabela 9- Resultados de atividades amiloliticas em solugdo de amido com enzimas

imobilizadas
a-amilase
Vol. de Peso AA Proteina AE
enzima suporte (U/mLenzima)* (mMgproteina/mL (U/mgproteina)™*
(mL) (9) enzima)*
0,5 10,34 173,07+1,14 9,85+0,0001 17,57+0,11
1,0 10,04 214,06+1,04 9,85+0,0001 21,7310,10
1,5 10,94 164,27+1,06 9,85+0,0001 16,67+0,10
Amiloglicosidase
0,5 7,64 484,12+1,38 165,96+0,0004 2,91+0,008
1,0 9,69 372,57+0,94 165,96+0,0004 2,24+0,005
1,5 9,42 264,80+1,21 165,96+0,0004 1,59+0,007
a-amilase + Amiloglicosidase
0,5+0,5 9,43 359,57+3,66 175,82+0,0005 2,46+0,02
1,0+1,0 10,65 226,20+3,21 175,82+0,0005 1,28+0,01
1,5+1,5 10,97 161,69+1,02 175,82+0,0005 0,91+0,0001

AA: Atividade amilolitica; AE: Atividade especifica. U: pumol AR/min.mL.*Resultados de médiatdesvio
padréo.

As atividades enzimaticas da a-amilase livre em solugéo de amido foi de 0,10+0,003
(U/mgproteina), Sendo a atividade da mesma enzima imobilizada 200 vezes superior, atingindo
21,73+0,10 (U/mgproteina). Comparando os valores de AE com a enzima AMG livre e
imobilizada, houve um aumento dos resultados de atividade enzimatica AE em ate de 97
vezes, obtendo-se valores na faixa de 2,91+0,08 (U/mgproteina). Para as duas enzimas juntas,

na condicdo imobilizada, os resultados de AR também foram superiores se comparados a
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condigéo livre, variando de 0,02+0,007 para 2,46+0,02 U/MQproteina, representando um
aumento de mais 100 vezes quando testadas na condig¢éo imobilizada.

Comparando-se o0s resultados de atividades especificas de enzimas livres e
imobilizadas para as duas enzimas testadas, houve um aumento dos resultados de AE, fato
justificavel pela literatura que em condigdes de imobilizacdo, o material utilizado como
suporte para o biocatalisador atua como um agente protetivo para a enzima. Desta forma,
protegendo-as contra inibicdes enzimaticas oriundas de mudancas de faixas de pH e
temperaturas (RODRIGUES et al., 2017).

A Tabela 10 apresenta os resultados de atividades amiloliticas em solucdo de
Spirulina (10% v/v) concentracéo de proteina e atividade especifica das enzimas livres sem

diluicdo a-amilase e amiloglicosidase.

Tabela 10- Resultados de atividades amiloliticas em solucdo de Spirulina com enzimas

livre
Enzima AA Proteina AE
(U/mLenzima)* (mg proteina/ML enzima)* (U/mg protel’na)*
a-amilase 3,27+£0,04 9,85+0,0001 0,330,004
AMG 16,01+0,15 165,96+0,0004 0,09+0,0009
a-amilase + AMG  10,47+0,19 175,82+0,0005 0,050,001

AA: Atividade amilolitica; AE: Atividade especifica. U: umol AR/min.mL *Resultados de médiatdesvio padréo.

A partir dos dados da Tabela 10 é possivel observar que os valores de AE tendo como
substrato uma solugé@o de Spirulina, os valores variam, sendo que novamente a enzima -
amilase apresentou um valor maior, relacionado ao fato em que a a-amilase possui um valor
menor de proteina em sua estrutura.

A Tabela 11 apresenta os resultados de atividades amiloliticas em Spirulina,
concentragdo de proteina e atividade especifica das enzimas imobilizadas o-amilase e
amiloglicosidase.

Os valores AE para enzimas imobilizadas foram superiores, se comparados aos
resultados AR utilizando os biocatalisadores livres, devido as interacGes e protecdes que 0
suporte proporciona com a enzima. Analisando cada enzima separadamente, em condi¢éo
livre para a o-amilase o valor de AE foi de 0,32+0,004 U/mgproteina, ja utilizando o
biocatalisador imobilizado em trés volumes diferentes, houve um aumento de AE em até 42

vezes, apresentando valores de AE na faixa de 13,63+0,14 U/mgproteina.
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Tabela 11- Resultados de atividades amiloliticas em solucdo de Spirulina com enzimas

imobilizadas
a-amilase
Vol. de Peso AA Proteina AE
- suporte (U/mL enzima)* (mg proteina/mL (U/mgproteina)*
enzima (mL) _
(g) enzima)™
0,5 10,34 134,30+1,44 9,85+0,0001 13,63+0,14
1,0 10,04 82,20+0,71 9,85+0,0001 8,34+0,07
1,5 10,94 67,82+1,57 9,85+0,0001 6,88+0,16
Amiloglicosidase
0,5 7,64 239,01£3,43 165,96+0,0004  1,44+0,02
1,0 9,69 281,57+3,49 165,96+0,0004  1,70+0,01
1,5 9,42 272,41+2,20 165,96+0,0004  1,64+0,01
a-amilase + Amiloglicosidase
0,5+0,5 9,43 142,32+0,72 175,82+0,0005  0,81+0,04
1,0+1,0 10,65 160,79+0,91 175,82+0,0005  0,91+0,02
1,5+1,5 10,97 156,68+0,84 175,82+0,0005  0,89+0,01

AA: Atividade amilolitica; AE: Atividade especifica. U: umol AR/min.mL *Resultados de médiatdesvio padrao.

A enzima AMG livre, apresentou valores de 0,09+0,0009 U/MmQproteina), quando
testadas a AE com enzima imobilizada os valores aumentaram em até 19 vezes, chegando a
1,70 £0,1 (U/mgproteina).

Comparando-se os valores AE obtidos com os biocatalisadores em acdo conjunta em
condicdo livre (0,05+0,001 (U/MQgproteina) COM estas mesmas enzimas, porém em condi¢do
imobilizadas, estas apresentaram valores superiores chegando a 0,91 +0,02 U/mgproteina
aumentando em até 18 vezes suas atividades especificas.

O aumento dos valores de AE obtidos apds reacGes com os biocatalisadores
imobilizados sdo relatos na literatura, devido aos beneficios de utilizar técnicas de
imobilizagdo. Tais enzimas imobilizadas possuem suas atividades cataliticas retidas,
reagindo assim somente quando em contato com o0s substratos, minimizando perdas por
inibigdes (SOARES, 2012).

4.4 Sacarificacdo da biomassa algal

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados de agucares redutores obtidos ao longo
do processo de sacarificacdo enzimatica utilizando 0,8 mL a-amilase e 0,8 mL
amiloglicosidase (0,8% v/v). A concentracdo de biomassa foi de 20% (m/v) e concentragédo
de carboidratos intracelulares da microalga de 58%. Caso a hidrdlise ocorresse na eficiéncia
de 100% resultaria na quantificacdo de 104,4 g/L de AR. A solucéo de Spirulina passou pelo

prévio processo de ruptura celular congelamento/descongelamento.
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As enzimas foram adicionadas de forma simultanea, e o ensaio teve duragéo de 10 h.
Segundo Reguly (1996), as reagdes de hidrolise da a-amilase séo as transformagdes iniciais
do amido em dextrinas, porém passado estes processos, a sacarificacdo so pela enzima a-
amilase, & muito lenta. Desta forma se insere a enzima amiloglicosidase que atua diretamente
nas dextrinas e realiza a transformacdo em glicose. Tais biocatalisadores utilizados de forma

simultanea aumentam as velocidades de reacOes e consequentemente suas eficiéncias.

Tabela 12 - Resultados de agucares redutores liberados ap6s hidrélise enzimatica dos
polissacarideos da microalga Spirulina

Tempo (h) Acucar redutor (g/L)*

0 08,71+1,10*
2 50,53+0,46°
4 55,05+ 1,30°
6 60,22+0,13¢
8 57,98+1,88°¢
10 69,48+0,08"

12 77,14+0,892

* Em cada coluna, médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si num nivel de
95% de confianca (médiatdp) pelo teste de Tukey. Sacarificacdo enzimética realizada com a adi¢do simultanea das
duas enzimas, sendo utilizadas concentragdes de 0,8% (v/v) de cada biocatalisador livre.

Se analisarmos a Tabela 12, em duas horas de acdo enzimética sobre os
polissacarideos da microalga, ha um grande aumento na quantidade de AR liberado e,
analisando os demais tempos analise, neste tempo (2 h) ja houve elevada transformacéo dos
polissacarideos microalgais em glicoses. Xin et al. (2013) relatam que o aumento dos indices
de sacarificagdo em fases iniciais, estd ligado a maior disponibilidade dos sitios ativos das
enzimas perante ao substrato, aumentando assim as velocidades de catalise.

Na Tabela 12, o maior valor de AR obtido foi no tempo de 12 h (77,14 g/L de AR),
resultando uma eficiéncia de sacarificagdo de 73,88%. Lee et al. (2015) realizou uma
sacarificacdo enzimatica de biomassa microalgal com um consércio de enzimas e
adicionaram o biocatalisador amiloglicosidase AMG 300 L, melhorando a eficiéncia do
processo, chegando a 80,9%.

Buscando melhorar as eficiéncias de hidrolise, foi realizada uma sacarificagdo
aumentando o volume de enzima adicionado. A Tabela 13 exibe os resultados de acucares
redutores gerados ao longo do processo de sacarificagdo enzimatica utilizando 1,5 mL a-
amilase + 1,5 mL amiloglicosidase (1,5% v/v).

A biomassa utilizada neste ensaio foi caracterizada quanto ao valor de carboidratos,
e apresentou 55,29%, resultando, se hidrolisado 100%, um valor de 99,52 g/L de AR.
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Tabela 13-Resultados de agucares redutores liberados apos hidrolise enzimatica

Tempo (h) AcUcar redutor (g.L%)*
0 6,22+0,258
6 84,87+1,48°
12 81,38+ 0,07°
24 91,71+0,001¢

* Em cada coluna, médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si num nivel
de  95% de confianca (médiatdp). Sacarificacdo enzimatica realizada com a adigdo simultanea das duas
enzimas, sendo utilizadas concentragdes de 1,5% (v/v) de cada biocatalisador livre.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13, com as variaces dos
tempos de reacdo, os valores de acUcares redutores foram aumentando, chegando a um valor
maximo, apos 24 h, de 91,71 g/L de AR, representando uma eficiéncia de 92,15% de
transformac&o dos polissacarideos em glicose.

Apds 6 h de hidrolise, grande parte dos polissacarideos foram hidrolisados, o que
reafirma que em processos de sacarificacdo enzimatica, onde é realizado um pré-tratamento
na biomassa, as taxas de hidrélise sdo mais elevadas.

Com o objetivo de avaliar as concentragdes de enzimas utilizadas no procedimento
de sacarificacdo, foi realizada uma nova reacao, também numa concentracdo de biomassa
20% (m/v), com 60% de carboidratos, que se hidrolisada em sua totalidade resultariaem 108
g/L de AR. Foram variadas as concentragdes de enzimas adicionadas em 0,5; 1,0; e 1,5%
(v/v), resultados estes apresentados na Figura 16.

Figura 16- Resultados de agucares redutores formados apds a hidrolise enzimatica com
diferentes concentracdes de enzima livre
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Ensaio 1: (0,5 mL a-amilase + 0,5 mL amiloglicosidase); Ensaio 2: (1,0 mL a-amilase + 1,0 mL
amiloglicosidase); Ensaio3: (1,5 mL a-amilase + 1,5 mL amiloglicosidase). * Em cada linha, médias seguidas
de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si num nivel de 95% de confianca (médiaxdp).
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Observando os resultados da Figura 16 nos trés ensaios realizados, as concentracfes
de AR aumentaram com o tempo de reacdo. O ensaio 3 que foi realizado com as maiores
concentracdes adicionadas, foi o que apresentou um valor inferior aos dos outros ensaios
(93,23 AR g/L), o que mostra que a adicdo de maior volume de enzima ndo apresentou
maiores indices de liberagdo de AR, 0 que representa um superdimensionamento nas
dosagens das enzimas. Dosagens enziméticas elevadas podem resultar em inibicGes
irreversiveis na acdo amilolitica, retardando assim o0s processos de hidrdlise e
consequentemente prejudicando as eficiéncias do processo (HARUM; DANQUAH, 2011).

O ensaio 1 apresentou 92,59% de eficiéncia de hidrélise. O ensaio que apresentou
maior concentracdo de AR foi 0 ensaio 2 que era constituido na condi¢do de 1% de enzima,
resultando em 99,46% de eficiéncia de hidrdlise, sendo assim considerando os desvios
padrdes, nesta concentracdo de enzima foi possivel realizar a sacarificagdo completa dos
polissacarideos da biomassa microalgal em 24 h de reacé&o.

No presente estudo a biomassa microalgal passou por processos de ruptura celular
com o objetivo de liberar os compostos intracelular e poder alcancar elevadas eficiéncias de
hidrolise. Pancha et al. (2016) afirmam que, para producéo de bioetanol por matérias-primas
microalgais € um fundamental um pré-tratamento na biomassa para obtencdo de altas
eficiéncias de hidrolise.

Baseados nas trés concentracOes testadas acima, e partindo do suposto de que em
maiores escalas seria necessario um grande volume de enzima, utilizou-se técnicas de
imobilizacOes destes biocatalisadores. Segundo Antunes, (2015) as enzimas imobilizadas
demonstram maior controle térmico, diminuicdo das inativacdes ou desnaturac@es, aumento
das atividades enzimética e possibilidades de reuso em novos processos de sacarificacao.

As enzimas foram imobilizadas nas mesmas concentragfes testadas com
biocatalisador livre. E, por atuarem em mesmas faixas de pH e temperatura, foram
imobilizadas de duas formas, separadas e em conjunto. Desta forma, foram realizadas
sacarificacOes nestas duas condicdes, utilizando 1% (m/v) do suporte. Utilizou-se uma
concentragdo de biomassa 20% (m/v) que continha em sua composi¢do 55,94% de
carboidratos, podendo resultar 100,62 g/L de AR se hidrolisados em sua totalidade.

A Figura 17 apresenta os resultados de agucares redutores resultantes do processo de

sacarificacdo com os biocatalisadores imobilizados separadamente.
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Figura 17- Acucares redutores formados apés hidrélise com enzimas imobilizadas

separadamente
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Ensaio 1: (0,5 g de suporte de cada enzima imobilizada separadamente no volume de 0,5 mL); Ensaio 2: (0,5
g de suporte de cada enzima imobilizada separadamente no volume de 1,0 mL); Ensaio 3: (0,5 g de suporte de
cada enzima imobilizada separadamente no volume de 1,5 mL). * Médias seguidas de letras iguais ndo

apresentam diferenca significativa entre si, num nivel de 95% de confianca médiatdesviopadréo.

Avaliando os resultados da Figura 17 é possivel observar que em todos os ensaios as
eficiéncias de sacarificacdo ndo foram muito elevadas como as que utilizaram enzimas livres,
visto que as quantidades de enzimas adicionadas eram em volumes inferiores. A quantidade
utilizada de suporte com o imobilizado foi de 1% (m/v), o que representa um volume de
enzima adicionada inferior aos testados com o biocatalisador livre. Os valores de AR
aumentaram com o uso dos suportes contendo maiores volumes de enzimas imobilizadas,
devido ao simples fato de haver mais sitios ativos em contato com o substrato.

Nota-se que as concentracdes de AR ndo possuem um elevado aumento nos primeiros
tempos de reagdo, como o ocorrido na sacarificacdo com enzimas livres. Isso se deve ao fato
em que hd uma menor quantidade de enzima no meio reacional e também por ser um sistema
de imobilizagdo, as taxas de velocidade de transformacgdo sdo mais lentas em comparagdo ao
uso de enzimas livres.

A Figura 18 apresenta os resultados obtidos de agucares redutores gerados ao longo
do processo de sacarificagcdo enzimatica com enzimas imobilizadas em conjunto. Em todos
0s ensaios e os tempos testados, as concentracdes de AR aumentaram, e que nos ensaios com
os biocatalisadores imobilizados nas maiores concentragdes foram observadas maiores
transformagdes dos polissacarideos. No ensaio 3 foi observado o maior valor de AR liberado
(83,77 g/L) e se diferiu de todos os outros ensaios, por apresentar maior concentragao dos

biocatalisadores imobilizados.
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Figura 18- Acucares redutores formados ap6s hidrolise com enzimas imobilizadas em

conjunto
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Ensaio 1: (1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas em conjunto na concentragdo 0,5 mL); Ensaio 2: (1,0 g
de suporte das enzimas imobilizadas em conjunto 1,0 mL) Ensaio 3: (1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas
em conjunto 1,5 mL). * Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si num
nivel de  95% de confianca (médiaxdp).

Pode-se analisar que as taxas de velocidade de transformag¢do nos primeiros tempos
de reagao ocorrem de maneira diferente entre os ensaios testados. Os ensaios com menores
concentragdes de biocatalisador apresentam menores concentracdes de AR liberados. O
ensaio 3 que continha uma concentragdo superior de enzima € o que apresenta uma maior
liberagdo de AR em todos tempos, fato justificavel devido ao maior nimero de sitios ativos
disponiveis.

A Figura 19 apresenta um comparativo das eficiéncias de hidrolise das enzimas
imobilizadas separadas e em conjunto, apds 24 horas de reagdo. Os diferentes volumes de
enzimas utilizadas na imobilizacdo e a condi¢do de imobilizacdo, corroboraram para
resultados inferiores e superiores de eficiéncia de hidrolise. Se analisarmos somente 0s
ensaios que utilizaram os biocatalisadores imobilizados de forma separada, com a variagdo
dos volumes de enzimas imobilizadas, houve um aumento das eficiéncias de hidrolise.
Resultado plausivel visto que, maiores concentra¢cdes de enzima no suporte imobilizado
agem com melhor eficiéncia sobre o substrato.

Analisando 0s ensaios com as enzimas imobilizadas em conjunto, com 0 aumento
das concentracGes de biocatalisador no suporte, também houve um aumento dos indices de

eficiéncia de transformacéo do substrato em AR liberados.
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Figura 19- Comparativo de eficiéncias de hidrolise ap6s 24 horas.
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0,5 I.S (0,5 g de suporte de cada enzima imobilizadas separadas na concentrago 0,5 %); 1 1.S: (0,5 g de suporte
de cada enzima imobilizadas separadas na concentragdo 1,0 %); 1,5 1.S: (0,5 g de suporte de cada enzima
imobilizadas separadas na concentragdo 1,5 %). 0,5 I.C: (1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas em
conjunto na concentragdo 0,5 %); 1,0 I.C: (1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas em conjunto na
concentragdo 1,0 %) 1,5 I.C:( 1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas em conjunto na concentragdo 1,5 %).
* Em cada coluna, médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si, num nivel
de 95% de confianca (médiatdp).

Se compararmos as eficiéncias entre as diferentes condi¢bes de imobilizacdo, é
possivel verificar uma diferenca significativa entre elas. Quando os biocatalisadores foram
imobilizados de forma separada, um percentual de massa de suporte foi adicionado no meio
reacional, e devido ao fato que como ja mencionado neste estudo, as enzimas atuam de forma
simultanea, desta forma, foram adicionados percentuais iguais de cada biocatalisador
separadamente. Em contrapartida, quando os biocatalisadores foram imobilizados em
conjunto, foi adicionado um percentual de massa de suporte de forma simultanea.

Nos ensaios com as enzimas imobilizados separadas foram obtidos resultados

inferiores de eficiéncia, devido ao fato que o inicio da hidrélise ocorre com o biocatalisador
a-amilase e depois com a amiloglicosidase, desta forma as rea¢cdes ndo ocorrem na mesma
velocidade e eficiéncia como ocorrem quando os biocatalisadores estdo imobilizados juntos,
na mesma frag&o de suporte.

Pode-se verificar que quando as duas enzimas estdo imobilizadas no mesmo suporte
0 contato enzima/substrato é instantaneo, fato que ndo ocorre quando as enzimas estdo
imobilizadas em separado. A Tabela 14 apresenta um comparativo entre todas as

sacarificacOes realizadas com as diferentes condigOes de enzimas testadas.
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Tabela 14- Ensaios de sacarificacdo utilizando enzimas livres e imobilizadas, resultados de agucares redutores (AR) liberados ap6s 24 h de

hidrélise. Eficiéncia de hidrdlise (EH -%) e EHP - Eficiéncia de hidrdlise com base na quantidade de enzima.

. Volume de enzima livre ou massa de suporte Venzima AR apoés 24 h de
Ensaio contendo enzima imobilizada (% VIV) CHO (™) hidrglise ()  EH () EHP (%)
EL-0,5 0,5 mL a-amilase + 0,5 mL AMG 0,5+0,5 60,0+£0,004  100,77+0,77 92,59 1,15
EL-1,0 1,0 mL a-amilase + 1,0 mL AMG 1,0 +1,0 60,0+0,004  107,77+0,41 99,83 0,61
EL-1,5 1,5 mL a-amilase + 1,5 mL AMG 1,5+1,5 60,0+0.004 93.23+0,54 86,32 0,35
0,5 g do suporte contendo a a-amilase + 0,5 g do
EIS05 __ suporte contendo a AMG. Com as enzimas 005 5594003  153:010 1521 3,10
imobilizadas separadas com a adi¢do de 0,5 mL de
enzima livre no suporte
0,5 g do suporte contendo a a-amilase + 0,5 g do
EIS-1,0 __ suporte contendo a AMG. Com as enzimas 010  5594$003  27,82:019  27.62 3.6
imobilizadas separadas com a adi¢do de 1,0 mL de
enzima livre no suporte
0,5 g do suporte contendo a a-amilase + 0,5 g do
EIS-15 __ suporte contendo a AMG. Com as enzimas 0147 55944003 3238:0139 3215 251
imobilizadas separadas com a adi¢do de 1,5 mL de
enzima livre no suporte
1,0 g do suporte contendo a-amilase +AMG.
EIC-0,5 Imobilizacdo conjuntas das enzimas com a adigédo 0,106 55,94+0,03  22,64+0,095 22,48 2,42
de 0,5 mL de cada enzima
1,0 g do suporte contendo a-amilase +AMG.
EIC-1,0 Imobilizacdo conjuntas das enzimas com a adigédo 0,187 55,94+0,03  51,25+0,626 50,89 3,11
de 1,0 mL de cada enzima
1,0 g do suporte contendo a-amilase +AMG.
EIC-1,5 Imobilizagdo conjuntas das enzimas com a adigéo 0,273 55,94+0,03  83,77+0,371 83,19 3,50

de 1,5 mL de cada enzima

EL: enzima livre. EIS: enzimas imobilizadas separadas. EIC: enzimas imobilizadas em conjunto. Venzima (% V/V): volume de enzima adicionado na sacarificacdo em
porcentagem, considerando enzima livre ou imobilizada. CHO (%b6): porcentagens de carboidratos presentes na biomassa de Spirulina.
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As eficiéncias de sacarificagdo demonstraram que com concentragdes inferiores de
enzima utilizadas em condigdes de imobilizaces, resultaram em eficiéncias satisfatorias, se
comparadas as eficiéncias com enzima livre. Em condi¢cfes de biocatalisadores livres, as
quantidades de enzimas sdo superiores se comparadas as condicdes das enzimas
imobilizadas.

Melhores eficiéncias com enzimas imobilizadas séo citadas devido, aos materiais
utilizados como suportes, que protegem o biocatalisador a condi¢cdes adversas de
temperatura e pH, aumentando assim as atividades especificas dos mesmos (SINGHANIA
etal., 2012).

Além das vantagens da imobilizag&o citadas a cima, o fato das enzimas atuarem nas
mesmas faixas 6timas de pH e temperatura, proporcionou a imobilizagcdo conjunta. O que
ocasiona um contato enzima substrato mais rapido, resultando assim em boas eficiéncias de

hidrélise em tempo menores de reagéo.

4.4.1 Reuso das enzimas imobilizadas e desprendimento da enzima do suporte

Os reusos foram realizados a partir da melhor condicdo de sacarificagéo, utilizando-
se uma concentracao de suporte com o imobilizado de (1%) (m/v). Foi utilizada a condi¢éo
de enzimas imobilizadas em conjunto, sendo adicionados 1,5 mL de cada enzima. O
processo de sacarificacdo foi mantido por 24 h com uma solu¢do 10% de Spirulina (m/v)
pré-tratada por processos de congelamento/descongelamento. A Figura 20 apresenta um

comparativo de eficiéncias apds 0s reusos.

Figura 20- Comparativo das eficiéncias apds os reusos das enzimas imobilizadas.
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* Em cada coluna, médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si, num nivel
de 95% de confianca (médiaxdp).
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Avaliando os resultados apresentados na Figura 20, no primeiro reuso a eficiéncia de
hidrélise foi superior se comparada as do segundo e terceiro. No 1° reuso foi obtido um
resultado de 46,92 g/L de AR, o que representa uma eficiéncia de hidrdlise de 82,95% num
tempo reacional de 24 h. Transcorrido este tempo, o imobilizado foi retirado e separado da
biomassa hidrolisada, e este imobilizado foi adicionado novamente em um sistema contendo
apenas a microalga pré-tratada.

Passadas mais 24 h de reacao, o imobilizado foi novamente separado e realizou-se a
analise de AR, apresentando no segundo reciclo um valor de 25,56 g/L, 0 que representa
uma eficiéncia de hidrolise de 45,19%. Foi realizado um 3° reciclo, que obteve liberacdes de
AR muito inferiores, na ordem de 10,34 g/L de AR, apresentando uma baixa eficiéncia, cerca
de 18,28%.

Nota-se que as concentracdes de AR liberadas ap6s a hidrdlise do segundo reciclo,
ja houve a perda de 50% da capacidade de hidrdlise, o indica que o imobilizado néo
apresentou um namero alto de reciclos. Isto pode ser explicado pelo fato que, durante as 24
h de reacdo, a enzima imobilizada é desprendida do suporte, ocasionando assim uma
lixiviacdo do biocatalisador para a fase liquida da reacdo, que no final € descartada.

Isto acarretou em uma perda da enzima, sendo assim o préximo reciclo j continha
uma concentragdo menor da enzima no imobilizado, explicando desta forma a perda de
eficiéncia enzimatica ja nos primeiros reciclos.

Os resultados obtidos de lixiviagdo demonstraram que a quantidade de proteinas
liberadas do suporte foi de 43% do primeiro ao segundo ciclo (23,37 a 11,4 mg de proteina/
g de suporte), um resultado muito préximo da perda de eficiéncia do primeiro para o segundo

reciclo (45%), justificando os resultados obtidos anteriormente.

4.5 Caracterizagdo dos mondmeros

A partir do hidrolisado proveniente da hidrélise enzimatica dos carboidratos da
Spirulina, foi realizada uma cromatografia com o objetivo de identificar os monémeros de

glicose (Figura 21).
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Figura 21- Cromatograma do hidrolisado de Spirulina platensis
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Observando a Figura 21 nota-se um pico maior entre o tempos 8 e 10 min de injecéo,
através dos tempos de deteccdo do padréo é possivel comprovar que se trata do pico de
glicose. A érea total deste pico de glicose soma-se em mais de 82% da éarea total do
cromatograma, o que indica que grande parte do hidrolisado era constituido por monémero

de glicose.

4,6 Aumento de escala dos ensaios de sacarificagédo

A hidroélise enzimatica dos polissacarideos da microalga foi conduzida por 14 h e a
concentracdo de acucares redutores foi determinada ao longo do tempo. A Figura 22
apresenta a concentracao de acucares redutores ao longo de tempo durante o processo de
hidrolise pelas enzimas a-amilase e amiloglicosidase, na qual verifica-se que apos duas horas
da acdo conjunta das enzimas, o rendimento de hidrolise foi de aproximadamente 50%,
tornando-se estavel apds 10 h de sacarificacdo, obtendo-se uma eficiéncia de conversdo de
amido em AR de aproximadamente 82% (70,45 g/L de AR).

E possivel avaliar que as enzimas utilizadas neste estudo possuem elevada afinidade
com o substrato, apresentando altas taxas de hidrolise em curtos periodos de tempo, podendo
assim alcancar elevados rendimentos no processo de sacarificagéo e, por consequéncia, altos
teores de acUcares redutores. Sendo este um dos fatores principais responsaveis por elevadas

producdes de bioetanol.
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Figura 22- Perfil de liberacdo de agucares redutores ao longo da hidrdlise enzimatica no
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* Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si, num nivel de 95% de

confianca (médiaxdp).

Através da agdo da a-amilase (Liqguozyme® Supra 2.2X), o amido é transformado

em dextrinas e oligossacarideos devido a hidrolise das ligagdes a-1,4 e em seguida, as

ligagoes a-1,4 e a-1,6 sdo hidrolisadas pela agcdo da enzima amiloglicosidase (AMG® 300L),

realizando assim a transformacédo dos oligossacarideos em monémeros de glicose de baixo
peso molecular (SHOKRKAR; EBRAHIMI; ZAMANI, 2017).

4.7 Producao de bioetanol

As fermentacdes foram realizadas por um periodo de 20 h, sendo que as

concentragcfes de levedura, aclcares redutores e etanol obtidas ao longo do tempo estdo

apresentadas na Figura 23.
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Figura 23- Concentrag¢des (A ) Agucar Redutor (g/L), (m) Etanol (g/L) e (e) Levedura (g/L)
dos ensaios: (a) F.S.3%; (b) F.S.15%; (c) F.C.15%
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(c) F.C.15%

F.S.3%- fermentagdo sem adicdo de nutrientes ao mosto e adi¢do de 3% de hidrolisado no preparo do inoculo.
F.S.15%- fermentacdo sem adicdo de nutrientes ao mosto e com adicéo de 15% de hidrolisado no preparo do
indculo. F.C.15%- fermentacdo com adicéo de nutrientes ao mosto e com adigdo de 15% de hidrolisado no
preparo do in6culo. * Em cada linha, médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
entre si, num nivel de 95% de confianca (médiatdp)
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Até 4 h de fermentacdo observa-se em todas as curvas (Figura 23) um tempo de
adaptacdo do indculo, apesar da adi¢do de hidrolisado durante o preparo do indculo. A
concentracdo de etanol no tempo inicial de fermentacéo foi nula, indicando que néo houve a
producdo de etanol pelo microrganismo durante o preparo de indculo. Entre 4 e 16 h de
fermentagcdo, houve um decréscimo da concentragdo de acgucares redutores e, por
consequéncia, aumento da concentracdo de levedura e de etanol em todos os cultivos.

Ao final do processo fermentativo, a concentracdo de células no ensaio F.S.15%
(Figura 23 b) foi superior (11,06 g/L +0,09) que no ensaio F.S.3% (9,07 g/L £0,01) (Figura
23 a), indicando que apesar da adi¢cdo de hidrolisado néo ter contribuido para reduzir o tempo
de adaptacéo celular, foi importante para o crescimento posterior do microrganismo.

A fim de realizar um comparativo entre as fermentacdes foram calculados os fatores
de conversdo de substrato em células (Yxss), substrato em produto (Yrss), célula em produto
(Yrix) e a eficiéncia de transformacdo do substrato em etanol, cujos resultados estdo
apresentados na Tabela 15.

Tabela 15- Fatores de conversdo e eficiéncias de transformacao dos agucares em bioetanol

Fatores de conversdo F.S.3% F.S.15% F.C.15%

Y x/s (Qlevedura/ JAR) 0,07+0,0011° 0,08+0,0017°¢ 0,05+0,00042
Ypis (Qetanol/gAR) 0,45+0,003% 0,41+0,003% 0,46+0,0422
Y pix (Qetanol/Qlevedura) 7,61i0,11b 4,96+0,05% 8,77+0,15°¢

n (%) 83,36+1,20° 74,11+0,70° 83,56+1,50°

F.S.3%- fermentacdo sem adi¢do de nutrientes ao mosto e adicdo de 3% de hidrolisado no preparo do in6culo.
F.S.15%- fermentacdo sem adicdo de nutrientes ao mosto e com adicdo de 15% de hidrolisado no preparo do
inéculo. F.C.15%- fermentacdo com adi¢do de nutrientes ao mosto e com adi¢do de 15% de hidrolisado no
preparo do inéculo. Substrato em células (Y xss), substrato em produto (Yess), célula em produto (Yeix) € a
eficiéncia de transformacédo do substrato em etanol (). * Em cada linha, médias seguidas de letras iguais ndo
apresentam diferenga significativa entre si, num nivel de 95% de confianga (médiatdp).

A conversédo de substrato em células (Yxss) se deferiu estatisticamente (p<0,05) em
todos os ensaios. A F.S.15% apresentou o maior valor de conversdo de substrato em células.
Neste ensaio, foi adicionado maior volume de hidrolisado (15%) na preparagdo do inéculo,
0 que acarretou em maior crescimento da levedura. O maior crescimento da levedura neste
ensaio foi, possivelmente causado pela maior adaptacdo do microrganismo no indculo ao
substrato que posteriormente foi adicionado no mosto da fermentacao.

Porém, Yxs do ensaio F.C.15% foi inferior ao da F.S.15%, sendo que nestes ensaios
0 volume de hidrolisado adicionado na preparacdo do inoculo foi 0 mesmo (15%). A
diferenga entre estas fermentacdes foi a suplementagcdo de nutrientes na fermentagdo

alcodlica. No ensaio F.S.15% as fontes de macro e micronutrientes disponiveis a levedura
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eram apenas as ja existentes na biomassa da microalga Spirulina. Portanto, a suplementacé&o
de nutrientes na fermentagdo alcodlica ndo acarretou em aumento do crescimento da
levedura. Para 0 Yp/x em todos os testes os valores apresentaram diferenga (p<0,05), sendo
que o maior valor foi verificado no ensaio F.C.15%. Neste ensaio, foi obtida a menor
variacao de concentragdo de levedura, ocasionando assim, 0 menor Ysx.

Além dos fatores de conversao foi calculada a eficiéncia de formagéo de bioetanol
em cada ensaio. Os testes F.S.3% e o F.C.15% apresentaram eficiéncias estatisticamente
iguais (83,36 % e 83,56 %) respectivamente.

Pancha et al (2016) investigou a producdo de etanol a partir do hidrolisado da
microalga Scenedesmus sp. CCNM 1077, pela acdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
ATCC 6793. Os autores adicionaram ao hidrolisado, peptona (0,5%) e extrato de levedura
(0,3%). Os resultados obtidos foram 0,4 Qetanol/Qglicose, 0 que representou 78% de eficiéncia
de conversdo, valores inferiores aos obtidos em nosso trabalho (cerca de 83%). Esta
eficiéncia elevada foi obtida em ensaio sem adi¢cdo de nutrientes ao mosto da fermentagéo,
mostrando que a biomassa da microalga pode suprir as necessidades nutricionais da
levedura, além de serem obtidas eficiéncias consideraveis de producédo de bioetanol.

Lee et al (2013) realizou a producdo de bioetanol com microalga D. tertiolecta
LB999, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae YPH500 (ATCC 76626) obtendo
0,44 g etanol/ g glicose o que representou uma eficiéncia de 82%.

Lee et al (2015), produziu bioetanol atraveés da microalga Chlorella sp. O KR-1
utilizando a levedura S. cerevisiae KCTC 7931 (ATCC 20626), e alcancou eficiéncias de
79,3%, para cada g de acucar fermentavel foram produzidos 0,4 g de etanol.

Nota-se que varios relatos na literatura de autores que utilizaram carboidratos
microalgais hidrolisados para a producdo de etanol apresentam taxas de eficiéncias de
transformacédo bem semelhantes. O que demonstra o real potencial de substratos oriundo de
microalgas para a obtencédo de etanol.

Foram determinadas também as produtividades da producéo de bioetanol nos tempos
16 h, 18 h e 20 h (Figura 24), com o objetivo de realizar um comparativo entre as

fermentacdes e os tempos testados.
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Figura 24- Produtividade de etanol dos diferentes ensaios de fermentacéo
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F.S.3%- fermentagdo sem adicdo de nutrientes ao mosto e adi¢do de 3% de hidrolisado no preparo do in6culo.
F.S.15%- fermentacdo sem adicdo de nutrientes ao mosto e com adi¢do de 15% de hidrolisado no preparo do
inéculo. F.C.15%- fermentacdo com adi¢do de nutrientes ao mosto e com adi¢do de 15% de hidrolisado no
preparo do indculo. * Em cada coluna, médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
entre si, num nivel de 95% de confianca (média+dp).

Produtividad

Conforma a Figura 24 percebe-se que o maior valor de produtividade se deu no tempo
16 h para a fermentacdo F.S.3% (1,57 g/L.h £0,02) o que reforca que a inser¢do de mais
hidrolisado no inéculo e a insercdo de nutrientes ao mosto, ndo influenciaram positivamente
na produtividade de etanol, bem como na eficiéncia de transformacdo e conversao dos
mondmeros de glicose em produto. Além disso, constatou-se que o processo de fermentacao
alcodlica utilizando os polissacarideos hidrolisados de Spirulina platensis LEB 52 pode ser
realizado por apenas 16 h, ndo sendo necessario prosseguir com o processo até 20 h.

De acordo com Pyne et al. (2017) a biomassa de Spirulina platensis em sua
composicdo possui fontes dos seguintes nutrientes, expressos em mg/100g de biomassa:
Zinco, 3; Sodio, 900; Potassio, 1400; Fosforo, 800; Manganés, 5; Magnésio, 400; Ferro, 100;
Cobre, 1,2 e Calcio, 700.

Se analisarmos todos os fatores calculados, concentracGes de etanol, levedura e as
produtividades, é possivel determinar que a inser¢do de nutrientes ao mosto ndo influenciou
em maiores rendimentos. Desta forma, a biomassa de Spirulina serviu como fonte de macro
e micro para a levedura.

Se realizarmos uma comparacao entre a biomassa de Spirulina e a lignoceluldsica, a
microalgal apresenta vantagens, visto que a auséncia de celulose e lignina ndo resultam na
geracdo de compostos inibidores da fermentagédo alcodlica. Alem disto, segundo Pancha et

al. (2016) e Lee et al. (2015) os acgucares provenientes da hidrolise dos polissacarideos das
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microalgas sdo, em sua maioria, hexoses, ndo havendo assim a gera¢ao de pentoses o0 que

torna ainda mais vantajoso 0 processo.

4.8 Potencial Bioquimico de Metano (PBM)

A partir dos residuos provenientes da producao de etanol, mais especificamente nas
etapas de sacarificacdo e fermentacdo, foram testados quanto ao PBM. Além dos residuos,
também foi avaliado o potencial de producdo de biometano da biomassa de Spirulina

platensis LEB 52 sem nenhum tipo de pré-tratamento (Figura 25).

Figura 25- Produgdo acumulada de biometano por massa de solidos volateis
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A producéo de biometano foi investigada por um periodo de 34 dias, tempo em que
o0s ensaios foram encerrados devido a estabilizacdo na producdo de biometano. O controle
positivo constituido de celulose microcristalina, produziu um valor de acumulagdo de
320,4+7,4 Ln (kgSVad?), sendo que esta producdo supera os 80% dos 366 Ly (kgSVad?),
comprovando efetividade na atividade do indculo anaerobio conforme recomendacdes da
VDI 4630 (2006). Assim é possivel confirmar que o inoculo utilizado possuia atividade
microbiana satisfatoria e validando o teste (WANG et al., 2014).

O residuo da fermentacéo foi o substrato que apresentou maior potencial de produgédo
de biometano [422+15 Ly (kgSVad?). Ja o teste com a biomassa de Spirulina apresentou um

valor de [326 +2 Ln (kgSVad), valores similares encontrados na literatura para digestdo
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anaerdbia de Spirulina. Rodriguez et al (2017) apés 35 dias obteve 400 Ly (kgSVad?), El-
Mashad (2013) apds 40 dias de digestdo atingiu valores na faixa de 355 Ly (KgSVad™).

O residuo da sacarificacdo apresentou menor valor de potencial de producéo 29610
Ln (kgSVad?), 0s valores se diferiram entres os ensaios devido a diferenca na composicéo
dos residuos. As transformacbes dos compostos celulares em metano variam entre si. De
acordo com a VDI (2006) o potencial bioquimico de produgdo de metano expresso em Ly
(kgSVagt) para carboidratos € de 750, ja para as fragdes proteicas é de 800 e para lipidios é
de 1390. Além disso, proteinas e lipidios ja sdo relatados por produzir quantidades mais
significativas de metano, porém a fracdo proteica apresenta vantagens em relacdo aos
lipidios por possuirem taxas de conversdo mais rapidas (MARSH et al., 2005; LALAK et
al., 2015).

A partir disso € possivel verificar que o residuo da fermentacdo composto por células
de levedura Saccharomyces sp. que apresenta composicao de 40-50% de proteinas, 3-5% de
lipidios e 30-50% de carboidratos (CABALLERO-CORBODA et al., 1997) faz com que
este residuo apresentasse maior potencial de producdo, devido principalmente aos maiores
percentuais de proteinas.

O residuo da sacarificacdo apresentou o menor valor, sendo que neste a quantidade
de proteina (32,9%) ja era inferior ao residuo da fermentacdo e além do mais ndo continha
percentuais de carboidratos, pois este foram hidrolisados e utilizados na producdo de

bioetanol.
4.9 Balanco energético

Baseado nos resultados de producdo de bioetanol e biometano foi realizado um
balango de massa e energia do sistema, com o objetivo de avaliar o potencial energético dos
residuos testados e da biomassa da Spirulina frente as duas possiveis rotas tecnologicas
(Figura 26).
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Figura 26- Balanco de energia por rota tecnologica
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170 g/L/g\g:?igl?SOg 74 gS\1 Spirulina com 46,34% CHO
159,45 g\ * 325 mLN CH, g.SV'= ——  Residuos SRR L Oy SRS
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51,67 g/L de CH, / 16,042 g/mol = 105,40 g/L 0,82= 86,1 gSV/1 19.08 g/L /0 67’_ l; 78 gSVL 58,97 g/L* 0,51=
3,22 mols de CH 1 ) o7 =12,
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Geragio de Geragdo de energia
energia energia l
l l 30,07 g/L de C,H;O / 46,06 g/mol=
2522 g/L de CH, / 16,04 g/mol = 5,39 g/L de CH4 / 16,04 g/mol= W mpEeaCyme
4 0,65 mols * 1335,74 kJ.mol =
1,57 mols de CH, 0,33 mols de CH, 87203 KJ
1,57 mols * 890 kj.mol-1 = 0,33 mols * 890 kJ.mol-1 = 2
1399,36 kJ 299,24 kJ

Dados utilizados: Molaridade etanol e metano: 46,06 g/mol, 16,042 g/mol, respectivamente. Entalpia de combustdo do etanol 1335,74 kJ.mol* (SILVA; MENEZES;
CATALUNA, 2008). Entalpia de combustdo do metano 890 kJ.mol* (BAIRD, 2011). 1,1 fator de conversdo de amido em glicose (HALL et al., 2003). Siglas- AR: aclcares

redutores; CHa4: metano; C,HgO: etanol; SV: sélidos volateis; n: eficiéncia
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Analisando os resultados do balanco de energia, se a biomassa de Spirulina fosse
utilizada na integra para a producao de biometano, esta geraria um potencial energético de
16,85 KJ/g de biomassa. Realizando a producdo de bioetanol e a utilizando os residuos
obtidos apods sacarificacdo e fermentacgéo, calculou-se um potencial energético de 15,03 kJ/g
de biomassa. Em termos enérgicos, a producdo direta de biometano rende maior potencial
enérgico, do que realizar a produgdo de bioetanol.

Porém, levando em consideracdo estratégias de mercado e estrutura para producdo,
0 bioetanol apresenta vantagens em relacdo ao biometano, visto que o etanol de cana-de-
acucar ou do milho ja esta inserido no mercado de combustiveis e seu processo produtivo
também se encontra mais desenvolvido, o que acabaria favorecendo maior aceitacdo de
mercado por etanol produzido a partir de microalgas. Porém, a opcdo da rota tecnoldgica
devera ser baseada num estudo mais amplo de cenérios, avaliando cada caso em especifico.

Desta forma € possivel produzir bioetanol e a partir dos residuos desta produgédo
também produzir biometano com elevados potenciais energéticos, dando assim maior
rentabilidade e por consequéncia mais viabilidade a producdo de etanol. Alem do mais a
utilizacdo de biomassa microalgal agrega ainda mais, pois descarta a competitividade com a
geracdo de alimentos, se levarmos em consideracdo a producdo de etanol via primeira

geracao.
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5 CONCLUSOES

Através dos ensaios de ruptura celular foi possivel observar que diferentes métodos
fisicos apresentam resultados diferentes de liberacdo dos polissacarideos microalgais. O
melhor método foi o de congelamento/descongelamento. As enzimas a-amilase e
amiloglicosidase utilizadas possuem faixas 6timas de atuacao iguais, temperatura de 50 °C
e pH 5,5. Foi possivel alcangar resultados proximos a 100% de eficiéncia de hidrélise
utilizando concentrag6es de 1% (v/v) do biocatalisador livre.

Os resultados de atividades amiloliticas e especificas com o uso dos biocatalisadores
imobilizados foram promissores, atingindo aumento de 100 vezes se comparadas com as
atividades das enzimas livres. A eficiéncia de sacarificacdo com ambas enzimas
imobilizadas conjuntamente em poliuretano foi de 83,19% utilizando 1% (m/v) do suporte
com as enzimas imobilizadas na razdo de 1,5 mL de extrato liquido para uma massa final de
suporte de em torno de 10 g.

A eficiéncia de transformacdo de acucares sollveis em etanol foi de 83,56%
evidenciando que o hidrolisado microalgal é facilmente assimilado pela levedura. A
suplementacéo do hidrolisado de microalga com nutrientes para realizacdo da fermentagéo
ndo é necessaria, de forma que a propria biomassa de Spirulina tem em sua composicao
nutrientes necessarios para o desenvolvimento celular da levedura.

Os residuos das etapas de producédo de bioetanol de microalgas pode ser usado para
a producio de biometano, apresentando resultados elevados em torno de 422Ln (kgSVad?),
reforcando assim a possibilidade de geracdo de energia provenientes dos residuos. Portanto,
é possivel realizar um fechamento de ciclo, do cultivo a producédo de bioetanol e a utilizagdo
de residuos em outro processo produtivo, agregando assim maior viabilidade e

sustentabilidade no processo.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

-Realizar o cultivo da microalga com meios alternativos, como por exemplo, 0 uso
de efluentes industriais como fonte alternativa de nutrientes;

- Testar outros suportes para a imobilizacdo das enzimas, buscando a minimizacao
do desprendimento da enzima do suporte;

- Realizar o0 aumento de escala nos ensaios de fermentacao;

- Reavaliar o balango energético, levando em consideracdo 0s gastos energéticos
gerados nos processos e através de ferramentas de avalicdo de ciclo de vida, analisar o
processo com um todo;

-Buscar outras formas de utiliza¢do dos residuos da producéo de etanol, como 0 uso

destes na producao de biofertilizantes.
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ANEXOS

ANEXO |
Determinacéo de carboidratos

Inicialmente foi preparada uma solucéo de fenol 5%, que foi conservada em frasco
escuro e sob refrigeracdo. Para a realizacdo da andlise foi adicionado 1 mL de amostra,
devidamente diluida, e foi adicionado igual volume da solucdo de fenol. A mistura foi,
posteriormente, homogeneizada em agitador de tubos e apos foi adicionado 5 mL de acido
sulfurico concentrado. A reacdo ocorreu durante 10 min, no fim, foi colocada num banho de
agua fria durante 20 min. A densidade éptica foi lida em um espectrofotometro a 490 nm
contra um ensaio branco em que a amostra foi substituida por agua destilada. Foi construida
uma curva padrdo com concentracdes entre 4 pg.Lt e 140 pg.L? de glicose (DUBOIS et.
al., 1956).
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ANEXO I
Determinacéao de lipidios da microalga

A extracdo de lipideos totais da biomassa foi realizada de acordo com o método
descrito por Folch et al. (1957). Foi adicionado 0,5 g de biomassa em 5 ml de uma solugéo
de cloroférmio:metanol (2:1 v/v) e essa mistura foi colocada em banho ultrassonico durante
5 min, em seguida, foi realizada a centrifugacéo a 5500 rpm por 10 minutos. O precipitado
foi descartado e o sobrenadante foi filtrado em papel filtro apds coletado em um funil de
separacao.

Em seguida, foi adicionada a solucédo de KCI (0,88%) numa proporcao de 1:4 v/v do
extrato lipidico. O extrato foi vigorosamente agitado por 1 minuto e deixado em repouso
para a separacdo das fases, descartando-se o sobrenadante. Ap6s, foi adicionado a solucéao
de metanol: agua (2:1 v/v), numa proporc¢do de 1:4 v/v do extrato lipidico.

O extrato obtido foi filtrado em sulfato de sédio anidro, e acondicionado em baldes
previamente tarados, ap0s o extrato foi colocado em rotoevaporador para realizar a
evaporacao do solvente. Os baldes foram mantidos em estufa a 50 °C em peso constante, e
os lipideos totais foram quantificados gravimetricamente.
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ANEXO Il
Determinacao de proteinas da microalga

Para a determinacdo de proteinas da biomassa da microalga foi realizada,
inicialmente, uma curva de calibracdo com solugéo padrao de albumina. A quantificagdo de
proteinas na biomassa foi feita apds a biomassa passar pela sonicacdo em sondra
ultrassonica..

Acrescentando-se 0,5mL de NAOH 1N e 0,5mL de amostra em banho termostatizado
a 100 °C por 5 min. Transcorrido esse tempo os tubos foram resfriados em banho de agua
fria por 10 min. Apds adiciona-se 2,5mL de solucdo de tartarato de sodio e potassio em
conjunto com sulfato de cobre, agitou-se a amostra com o auxilio de um vortex e aguardou-
se 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,5mL do reagente folin-ciocalteau diluido em &gua
(1:1), a amostra foi homogeneizada com o auxilio de um vortex e mantida no escuro por 30
minutos. Apos este periodo a absorbancia da amostra foi lida em espectrofotdmetro a 750

nm.



