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RESUMO

As fontes renovaveis de combustiveis, em especidlioetanol, tém sido consideradas como
alternativa & matriz energética convencional, poréxiste a necessidade de ampliagdo da oferta de
matérias-primas para producdo deste biocombusthgemicroalgas, que possuem carboidratos em
sua constituicdo, sdo uma alternativa como fontaatéria-prima para esta producdo. Neste contexto,
objetivou-se cultivar a microalg&hlorella minutissimae utilizar a biomassa para a produgédo de
bioetanol. Os cultivos foram realizados em fotalgiatores fechados de 4 L, com concentracao inicial
de in6culo de 0,2 g/L. Os processos de sacarificég@m realizados coma adicdo das enzimas
amilase e amiloglicosidase. Para o processo featiemt os mostos foram filtrados e esterilizados,
sendo o pH ajustado entre 4,5-5,0. Foram adicicnd@®o (v/v) de ino6culo d&accharomyces
cerevisiaee a temperatura mantida a 30°C. Apos 12 horasadegso fermentativo, a concentracao de
bioetanol, a partir dos carboidratos da micro&b#rella minutissimafoi de 5,351 + 0,309 g/L, com
produtividade em etanol méaxima de 0,432+0,020 gélLefficiéncia do processo de 52,762+1,234%.

Palavras-chave:microalga, sacarificacdo, fermentacéo.
1 INTRODUCAO

Os biocombustiveis sdo considerados por ambieaisles lideres de governo como
alternativas renovaveis mais promissoras para nedutependéncia de combustiveis fésseis
e diminuir emissfes de gas carbodnico. Ligado condisas de conservacdo de energia
eficazes, o aumento do uso de biocombustiveis menpial para reduzir a velocidade dos
efeitos de alteracfes climéticas globais (GOUVELEVEIRA, 2009).
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Segundo Bastos (2007), as perspectivas de cons@tiddo mercado de etanol e
alcance das metas de expansao de seu uso, exigemliacdo da producdo em niveis nao
passiveis de serem atendidos. A ampliagdo da pliodde etanol, sem aumento da area
cultivada, requer o uso de fontes alternativas, puera tornar o etanol competitivo em
custos. Porém, existem diferencas marcantes de dapendendo da matéria-prima utilizada
e dos processos de producdo do etanol. A necessttadmpliacdo da oferta de matérias-
primas para produgdo de etanol, sem pressionaaapdeintada para producdo de alimentos,
tem levado empresas e paises a investirem em pasgpara maior utilizagdo de outras
matérias-primas.

As microalgas, que possuem carboidratos em suatitcig@0, SA40 um recurso
alternativo para a producdo de bioetanol (S’ANCHEZARDONA, 2008). Lourenco
(2006) e Vidotti e Rollemberg (2004) afirmam que c@so de microalgas da divisdo
Chlorophyta como microalgas do géne@hlorella, acumulam amido como fonte de reserva.
Segundo Lima et al. (2001), qualquer produto quetecttha carboidrato, constitui-se em
matéria-prima para a obtencdo deste biocombustivel.

De acordo com Miao e Wu (2004), as diferentes ekage microalgas diferem muito
em seu conteudo de carboidratos, assim como o aeimeis e lipidios. A composi¢ao
bioquimica da biomassa das microalgas nédo € deiedaisomente pela natureza de cada
espécie algal, também depende de fatores comasidégle de luz, temperatura e nutrientes.

Segundo Brennan e Owende (2010) e Dismukes (18] a maioria das microalgas
é fonte de proteinas quando cultivadas em condigistas de nutrientes. Porém, quando se
realiza a restricdo de alguns nutrientes, estds/a@siipodem ser facilmente induzidos para
alterar a composicao microalgal. O nitrogénio, ingrte elemento para o metabolismo das
microalgas, contribui para a formacdo de proteiffISANO, 1998). Quando se realiza
técnicas de limitagdo de nutrientes nos cultivospritetdo de proteina pode ser convertido a
compostos de armazenamento de energia, como caatosie lipidios.

O objetivo deste trabalho foi produzir bioetanglaatir dos carboidratos presentes na

biomassa da microalgahlorella minutissima
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Microalga e condic¢des de cultivo

A microalgaChlorella minutissimafoi avaliada para a producdo de bioetanol. A
microalga pertence a Colecdo do Laboratério de ilmyga Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG). A microalga foi aaltda em meio Bristol'S Modificado
(MBM) (WATANABE, 1960), no qual foram adicionadopenas 50% do teor especificado
de nitrato de potassio (0,125 g/L) para favorectmeo aumento da concentracdo de
carboidratos.

A microalga foi cultivada em fotobicater fechado de 4 L, com volume util de 3,6 L,
com agitacdo continua por meio de injecédo de arikat0,3 vwvm por bombas de diafragma,
com iluminancia de 2500 lux, fotoperiodo de 12dralescuro e temperatura fixada em 30°C.

A concentracao celular inicial dos cultivos foi@20 g/L.

2.1.2 Determinagdes analiticas durante cultivo teaalga

2.1.2.1 Crescimento celular

A concentracao celular da microalgadieterminada a cada 24 h através da medida de
densidade Otica em espectrofotbmetro a 670 nm (@0O&Tal., 2002), utilizando-se uma
relacdo pré-estabelecida entre o peso seco de $Banegaa absorbéancia. Os cultivos foram
mantidos até a fase estacionaria de crescimento.

Foram avaliados os parametros cinéttmygentracdo maxima de biomassa (Xmax,
g./L); a produtividade maxima (Pmax, g/L.dia), datsegundo a equacdo P = (Xt X0)/(t- t0),
onde Xt é a concentracdo de biomassa (g/L) no temia), e X0 a concentracdo de
biomassa (g/L) no tempo tO (dia) e a velocidade&fpa maxima de crescimentquinax,
1/dia) por regressao exponencial aplicada a fageitonica de crescimento (SCHMIDELL et
al., 2001).
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2.1.2.2 Determinacao de carboidratos

A concentracdo de carboidratos da biomasea (% p/p) foi avaliada ao final dos
cultivos da microalg&hlorella minutissimaO método utilizado foi uma adaptacdo de DNS
(MILLER, 1959), com prévia hidrdlise acida dos peticarideos (FURLAN et al., 2009).

2.1.2 Fermentacao Alcodlica

2.1.2.1 Micro-organismo

A cepa utilizada foi a levedui®accharomyces cerevisjagendo sua reativacao
realizada a 30°C por 48 h em meio contendo 20 g/flidose, 10 g/L de extrato de levedura
e 20 g/L de peptona (BRINGHENTI e CABELLO, 2005).

Os in6culos foram preparados utilizandass meio contendo 30 g/L de carboidratos
hidrolisados da biomassa da microalga, 20 g/L t®gg, 10 g/L de extrato de levedura e 20
g/L de peptona (BRINGHENTI e CABELLO, 2005).

2.1.2.2 Processo Fermentativo

A 4 g de biomassa @hlorella minutissimaseca a 50°C por 24 h, foram adicionados
50 mL de agua e pH ajustado em 4,5. Esta mistuutoclavada a 121°C por 20 minutos, e
apos resfriada, foram adicionados 2 mlLaelmilase e 2 mL de glicoamilase comerciais, com
atividades enzimaticas especificas de 0,921 mggdeaa redutor / min . mg de proteina e
1,207 mg de acucar redutor / min . mg de proteiegpectivamente. Os mostos foram
incubados por 24 horas a 58°C. O pH do hidrolidadajustado entre 4,5 e 5,0. O mosto foi
esterilizado e inoculado com 10% (v/v) de indécudeleduréSaccharomyces cerevisiaes
ensaios foram realizados em erlenmeyers de 20Gam,volume util de 100 mL O processo
foi conduzido em shaker a 150 rpm em condi¢c6esrab@mas.

Amostras foram coletadas nos tempaos e€r2 h de fermentacao para a determinacéo
da concentracéo de acucares redutores (AR), caacéntde etanol e concentracéo celular de

Saccharomyces cerevisiae
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2.1.2.2.1 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi realizada \edsado método potenciométrico segundo a
AOAC (1995). Durante a fermentacdo o pH foi mantidofaixa de 4,5 a 5,0, através da
correcdo pela adicdo de NaOH 1 mol/L e HCI 1 mol/L

2.1.2.2.2 Determinacao da concentracao de biontesSaccharomyces cerevisiae
A concentracdo de biomassa foi obtidavés da determinagdo de massa seca, obtida
por filtragdo (Milipore 0,2 pm).

2.1.2.2.3 Determinacao de acucares redutores
O consumo do substrato pela leveduravéoificado através da determinagdo de
acucares redutores (AR), o qual foi quantificadt peétodo 3,5 DNS (MILLER, 1959),

utilizando-se uma curva padrao, obtida a partsalecdo estoque de glicose anidra.

2.1.2.2.4 Determinacgédo da concentragéo de etanol

A concentracao de etanol foi determi@natravés do método espectrofotométrico para
determinacdo de teores alcodlicos em misturas dcbolicas (SALIK e POVH, 1993).
Foram determinadas a Produtividade em etanol (g4_Eficiéncia do processo fermantativo
(%).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Cultivo

A Figura 1 mostra a curva de crescimeatonicroalgaChorella minutissimaultivada
nos ensaios.

A partir da Figura 1, verificou-se quéase estacionaria de crescimento iniciou-se por
volta de dezoito dias de cultivo. A concentracamitiato de potassio adicionado no meio de
cultivo foi 0,12 g/L, apenas 50% do recomendadonem® MBM, mostrando que a microalga
Chlorella minutissimae adaptou a diminuicdo na concentracao de nitrogé

A microalga apresentou concentracdolaelmnaxima (Xmax) de 0,545+0,015 g/L

velocidade especifica maxima de crescimento de2@®608 1/dia e produtividade méaxima
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de 0,012+0,004 g¢/L.dia. A concentracdo de carbtodrada biomassa dé&hlorella

minutissimafoi de 37,74+1,75% ao final do cultivo.
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Figura 1 Curva de crescimento da microdddorella minutissima

2.2.2 Fermentacao Alcodlica

Apbs o processo de hidrdlise enzimadims polissacarideos @hlorella minutissima
foram obtidos 19,226 + 0,025 g/L de acUcares redstque foram utilizados como substrato
no processo de fermentagéo alcodlica.

No processo de fermentacéo alcodlitaarido-se o amido como fonte de carbono, é
necessario o processo de hidrélise deste paragélotede acucares redutores, assimilaveis
pela levedura, uma vez que este ndo é assimiladmatiente pelo metabolismo dos
microorganismos em geral. (REICKS et al.,, 2009).aéd0 sinérgica dai-amilase e
amiloglucosidase no processo de hidrolise vém sestimlada por diversos pesquisadores em
amidos de diferentes origens. Abrahm et al. (1@8@)daram a eficiéncia do uso destas duas
enzimas em granulos de amido de mandioca e coaclufjue esta combinagdo apresenta
bons rendimentos na conversdo do amido a glicose.

A Tabela 1 apresenta as concentracfes de acUdatorebiomassa da levedura
Saccharomyces cerevisigede etanol nos tempos inicial e final (12 hoks)processo de
fermentacdo alcodlica utilizando os carboidratosmileroalgaChlorella minutissimacomo

substrato.
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De acordo com a Tabela 1, apos 12 hdoaprocesso fermentativo, verificou-se a
diminuicdo da concentracdo celular da leveddmacharomyces cerevisiaé concentracao

de acucares redutores residual do processo fertiverfiaou em 1,368 + 0,015 g/L.

Tabela 1 Concentracdes de acucar redutorjg.hiomassa dé&accharomyces cerevisiae
(g.L'Y e etanol (g.}) nos tempos inicial e final (12 horas) do procedsofermentacéo

alcodlica a partir de carboidratos @blorella minutissima

Tempo (h) Acucar redutor* (g.LY)  Biomassa* (g.L%) Etanol* (g.L ™)

0 19,226 + 0,025 9,820 £ 0,134 0,01 + 0,086

12 1,368 + 0,015 9,180 + 0,209 5,351 + 0,309

* Valores médios de ensaios realizados em duplica@svio padréo

A concentracdo de bioetanol, a partss ctarboidratos da microalg@hlorella
minutissimafoi de 5,351 + 0,309 g/L. A produtividade em etiamaxima foi obtida ap6s 12
horas de fermentacdo, sendo verificado a formag®,d32+0,020 g/L.h de etanol. A
eficiéncia do processo fermentativo foi de 52,76234%.

Shirai et al. (1998) utilizaram a bi@sa da microalgduanliella salinapara a
producdo de bioetanol, com prévia hidrélise enzoadtlos polissacarideos, e verificaram
uma eficiéncia no processo de apenas 35%.

Durante a fermentacdo alcodlica, aedewa Saccharomyces cerevisiapode
converter 1 g de glicose a 0,51 g de etanol, pagta € um microrganismo que consegue
alcancar rendimento maximo de 90% deste valor estegtrico, pois ao metabolizar
anaerobicamente o acuUcar, esta levedura gera an&DP) que € empregada na realizacao
de diversas atividades fisioldgicas e biossintesesessarios a manutencdo da espécie
(SCHIMIDELL et al., 2001; LIMA et al., 2001).

De acordo com Dismukes (2008), emlaamda exista a necessidade de estudos para
a implantacdo da biomassa de microalgas para augiodde biocombustiveis, estas
apresentam inumeras vantagens em relacdo aos igegafzeriores. As microalgas sao
inerentemente mais eficientes coletores solaremmusenos ou nenhuma terra para seu
crescimento; podem ser convertidas em combustiygtb, usando tecnologias mais simples

do que as necessarias, por exemplo, para a coows@®lulose em etanol.
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As microalgas sao potencialmente addmgigpara a producdo de combustiveis,
entretanto, os dados presentes na literatura adesta producéo séo limitados. Desta forma,
a discusséo sobre a utilizacdo destes microorgasisra producdo de combustiveis ainda

necessita de muitos estudos.

3 CONCLUSAO

A microalga apresentou concentracdo celular maxmax) de 0,545+0,015 g/L
velocidade especifica maxima de crescimeptoakx) de 0,062+0,008 1/dia e produtividade
maxima (Pmax) de 0,012+0,004 g/L.dia. A concentragé carboidratos da biomassa de
Chlorella minutissimdoi de 37,74+1,75% ao final do cultivo.

Apés 12 horas de processo fermentativo, a conggtrde bioetanol, a partir dos
carboidratos da microalgahlorella minutissimafoi de 5,351 + 0,309 g/L.

A produtividade em etanol maxima foi de 0,432+0,020.h de etanol. A eficiéncia

do processo fermentativo foi de 52,762+1,234%.
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