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RESUMO

O aumento do preco dos combustiveis e as crescentes preocupacGes com as alteracBes
climéticas provocadas pela emissdo de gases de efeito de estufa tém impulsionado a producéo
de biocombustiveis. De entre as varias matérias-primas disponiveis as microalgas surgem como
a uma alternativa sustentavel devido a elevada produtividade e a possibilidade de cultivo em
terrenos impréprios para culturas alimentares e de utilizagdo de aguas ndo potaveis para a

producédo de biomassa.

No presente trabalho estudou-se a producdo de bioetanol a partir da microalga Scenedesmus
obliquus, tendo-se optimizado métodos de ruptura celular e extracgdo de aglcares. Estudaram-se
métodos para destoxificacdo do hidrolisado de microalga e seleccionaram-se leveduras para o

processo fermentativo.

Dos métodos fisicos e fisico-quimicos testados para extrac¢do de aglcares, 0 que permitiu a
melhor extracgdo foi a hidrolise de biomassa seca com &cido sulfirico 2 N, a 120 °C durante

30 min.

Estudou-se também o efeito da iluminagdo no crescimento da microalga e na acumulagéo de
acucares. Para este estudo usou-se um fotobioreactor exterior, com ciclos de luz dia/noite, e
outro interior, com iluminacdo artificial continua. Neste reactor observou-se uma produtividade
inferior e uma fase de morte prematura, provavelmente devido a stress celular. Em ambos os

casos, a deplecéo de nitrato induziu a acumulagdo de agucares por parte das células.

No final, realizou-se um ensaio global de producéo de etanol desde a inoculagdo de uma lagoa
fotossintética do tipo raceway de 4500 L, até a fermentagcdo. Apds 53 dias de cultivo da
microalga Scenedesmus obliquus na lagoa obteve-se 4,7 kg de biomassa com um teor de
acUcares de 30 % m.m™. O hidrolisado obtido do processamento da biomassa foi destoxificado e
fermentado, por diferentes leveduras, tendo-se obtido uma concentragéo de etanol de 11,7 g.L?

com a melhor levedura - Kluyveromyces marxianus.

Palavras-chave: Scenedesmus obliquus, biomassa., ruptura celular, aglcares, fermentacdo,

bioetanol,






ABSTRACT

In the last decades, two major concerns have driven the production and development of
biofuels: the rising of fossil fuel prices and the climate change due to greenhouse gases. Among
the available feedstocks for the production of biofuels, microalgae have been described as the
most sustainable alternative, combining high productivity rates and usage of non-arable lands.

The aim of this study was to produce bioethanol from the microalgae Scenedesmus obliquus.
The different methodologies involved were optimized, and included cellular disruption and

sugar extraction, detoxification of the hydrolysate and screening of yeasts for fermentation. ,

Among the physical and physicochemical methods tested for the extraction of sugars from the
biomass, the best results were obtained for an acid hydrolysis with sulfuric acid 2 N, at 120 °C
for 30 min and using previously dried biomass. The influence of light on the growth of the
microalgae used was studied using a photobioreactor with continuous artificial light. This
resulted in a lower biomass production and in the occurrence of a premature death phase, when
compared to the cultivation of the same microalgae in a photobioreactor with a day/night cycle
of light. Cellular stress was the most plausible explanation of the differences between the results
obtained. It was also observed, in both cases a relation between nitrate depletion and sugar

accumulation in the cells.

At the end of the work, a whole study was performed from the inoculation of the microalgae in
a raceway pond of 4500 L of capacity, to the fermentation. The microalgae Scenedesmus
obliquus was cultivated for 53 days, until the sugar content reached a maximum of 30 % m.m™.
The total biomass produced was 4.7 kg. The hydrolysate from the acid treatment of the biomass
was detoxified and fermented by different yeasts and, the highest ethanol concentration obtained

was 11.7 g.L™ with Kluyveromyces marxianus.

Keywords: Scenedesmus obliquus, biomass, cellular disruption, sugars, fermentation,

hioethanol






LISTA DE ABREVIATURAS

ATP — Trifosfato de adenosina

DNS — Método do reagente de &cido 3,5-dinitrossalicilico
EIA - Energy Information Administration

Eq - Equivalente

EtOH - Etanol

FS — Método do reagente fenol-sulfurico

Glu - Glucose

HAQ — Hidrdlise Acida Quantitativa

HMF — 5-hidroximetilfurfural

HPLC — Cromatografia liquida de alta pressao

MC — meio de cultura completo

NADPH — Fosfato de dinucle6tido de adenina e nicotinamida
UE - Unido Europeia

YMA - Yeast Malt Agar (mistura de extractos de levedura e malte com agar)
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A energia € a base de sustentacdo da sociedade actual. O carvéo, fonte de energia que permitiu a
industrializacdo, tem sido substituido rapidamente pelo petréleo, tendo-se tornado no produto

transaccionavel mais importante na economia de cada nagao.

O répido crescimento do consumo de petréleo, um recurso finito, por economias emergentes
como a India e a China tem conduzido ao aumento do preco nos mercados e tem pressionado a
sua producdo. O decréscimo na producdo de petroleo convencional tem posicionado a
ocorréncia do Pico Petrolifero entre 2009 e 2021, ponto a partir do qual a producdo ndo
conseguira suplantar a procura, tal como varios investigadores tém alertado (de Almeida e Silva,
2009; Maggio e Cacciola, 2009). A Agéncia Internacional para a Energia (IEA) aponta no
World Outlook Report 2009 para um decréscimo na producdo de petroleo e um aumento, ainda
que ligeiro, da producdo de petréleo ndo convencional, como o proveniente de areias

betuminosas (Fig. 1.1).

100

mb/d

80

60

40

20

0
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025 2030 2035

Figura 1.1 - Previsdo da producdo mundial de produtos petroliferos em milhdes de barris de
petroleo por dia: producdo de campos actuais (M), produgdo de campos por
desenvolver (=), producdo de campos por descobrir (™), gas natural liquefeito (™)
e petréleo ndo-convencional (™) (IEA 2009).

A mudanca de paradigma no consumo de combustiveis sera alcancada com o desenvolvimento
de combustiveis renovaveis, para 0s quais o balanco de emissdes de dioxido de carbono no
processo global de producdo/utilizacdo seja neutro. A producdo deste tipo de combustiveis
conduzira a diversificacdo das fontes de energia, permitira enfrentar as crises de fornecimento

de petréleo e aumentara a independéncia energética dos paises (Perimenis et al., 2011).
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Actualmente o petroleo representa 81 % da energia total consumida em todo 0 mundo e 98 % da

energia consumida pelo sector dos transportes (de Almeida e Silva, 2009).

Na Unido Europeia (UE), em 2009, o sector dos transportes representava 31,5 % do consumo de
combustiveis, em que o maior consumidor era o transporte rodoviario (81,9 %). Cerca de
96,7 % dos combustiveis consumidos neste sector eram derivados de petréleo, enquanto que o
consumo de biocombustiveis representava somente 1,5 %, segundo o relatério Panorama of
Transport (Eurostat, 2009). No entanto, na Unido Europeia, tém sido tomadas medidas para
diminuir o consumo de combustiveis fosseis, primeiro através da implementacdo da Directiva
2003/30/EC, que estipulou a substitui¢do de gasolina e gaséleo em 5,75 % por biocombustiveis
até Dezembro de 2010, e depois pela isengdo de impostos sobre estes Gltimos com a Directiva
2003/96/EC.

A implementacdo destas medidas tem levado ao aumento do consumo de biocombustiveis no

espaco comunitério (Fig. 1.2).
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Figura 1.2 - Consumo de biocombustiveis na UE-27 em milhares de toneladas equivalentes de
petréleo. (Eurostat, 2009).

Na estratégia 20 — 20 — 20, delineada em 2010, foram estabelecidos como objectivos a
substituicdo em, pelo menos, 10 % dos combustiveis fosseis por biocombustiveis e outros
combustiveis renovaveis até 2020, pelo é que é de esperar que a tendéncia de consumo dos

altimos se mantenha (Nigam e Singh, 2010).
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1.1 Bioetanol como Combustivel Alternativo

A produgdo de etanol é uma tecnologia estabelecida industrialmente. O etanol foi inicialmente
utilizado como combustivel no sector automével, tendo sido substituido pela gasolina (Chen et
al., 2011). Actualmente, para fazer face a deplecdo dos combustiveis fosseis, e para minimizar
as emissdes de didxido de carbono resultantes, tem-se verificado o aumento do consumo de
etanol como combustivel para o sector dos transportes, quer usado a 100% (como se observa no
Brasil), quer em misturas com gasolina (ex. E10, E20, E85) (Macedo et al., 2008).

Enquanto combustivel, o etanol apresenta caracteristicas vantajosas quando comparado com a
gasolina: possui um maior indice de octanas, e um calor latente de vaporizacdo superior, 0 que

se traduz numa maior eficiéncia energética do motor (Balata et al., 2008).

A producdo de bioetanol tem crescido rapidamente nos Gltimos anos (Quadro 1.1). Os dois
maiores produtores, actualmente, sdo os Estados Unidos da América (E.U.A.) e o Brasil,
segundo os dados da Energy Information Administration (EIA, 2010), a partir do milho e da

cana-de-agUcar, respectivamente.

Quadro 1.1 — Maiores produtores mundiais de bioetanol (milhares de barris equivalentes de
petréleo por dia) (EIA, 2010).

Pais 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
E.UA. 106 115 140 183 221 255 319 425 606 713
Brasil 184 198 217 249 252 276 306 389 466 450
China 0 0 138 17,2 20,7 241 28,7 343 37

5
Franca 2 2 2 1,7 17 25 5 93 17 215
Canada 3,7 39 4 4 4 44 44 138 16,3 18,7
Alemanha 0 0 0 0 04 28 74 68 10 13
Tailandia 0 0 0 0 01 12 272 3 57 69
india 29 3 32 33 35 37 41 45 46 58

Embora a producgéo de bioetanol tenha aumentado na EU-27 de 1803 milhdes de litros em 2007,
para 2855 milhdes de litros em 2008, a quantidade de biodiesel produzida continua a ser 3 vezes
superior (8813 milhdes de litros) (Sorda et al., 2010) devido ao facto de o mercado europeu ser

excendentario em gasolina.
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1.2 Tipos de Biomassa Utilizados na Producéo de Bioetanol

O etanol pode ser produzido a partir de diferentes tipos de biomassa, como as ricas em agucar
ou amido, que requerem poucos pré-tratamentos, e a biomassa lenhocelulésica que, devido a sua

elevada complexidade, requer pré-tratamentos fortes (Ogbonna et al.,2001)

Apbs os pré-tratamentos, quando necessarios, a glucose extraida é convertida a etanol por

microrganismos, normalmente leveduras (equagéo 1).

CGngoe —2 C2H5OH+ 2CO, (equa(;éo 1)

1.2.1 Biomassa Rica em Sacarose ou Amido

A glucose é formada nas plantas pela captura da energia solar e fixa¢do de didéxido de carbono
durante a fotossintese e é posteriormente armazenada sob a forma de aglcares mais ou menos

complexos.

A beterraba sacarina, 0 sorgo sacarino e a cana-de-aglcar sdo exemplos de biomassa em que a
glucose é armazenada na forma de sacarose (Wu et al., 2010; Razmovski e Vucurovi¢, 2011;
Ogbonna et al., 2001). A sacarose (Fig. 1.3) é facilmente hidrolisada pela levedura
Saccharomyces cerevisiae aos seus dois monémeros constituintes, glucose e frutose (Sanchez e
Cardona, 2008), o que evita a necessidade de aplicacdo de pré-tratamentos, podendo estes

acucares ser fermentados de seguida pelo microrganismo.

CHaOH
CHaOH
H Q H e
H
on H
S | CHaOH
H OH on

Figura 1.3 - Molécula de sacarose - dimero de glucose e frutose.

Outra das formas possiveis de armazenamento de glucose nas plantas é sob a forma de amido. O
amido consiste é formado por dois polimeros: a amilose e a amilopectina. A amilose consiste
numa cadeia linear de residuos de glucose ligados por ligagbes o-1,4-glicosidicas e a

amilopectina € um polimero ramificado em que pode ocorrer a formacdo de ligacdes
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a-1,6-glicosidicas (Fig. 1.4). Estes dois polimeros sdo encontrados no amido em proporgoes

variaveis, e juntos formam uma matriz estavel e resistente a degradacao.

CHzOH CH,OH
o 0
OH OH
OH u] 0
OH OH
CHzOH CHz CHzOH CHoOH
[u] u] o 0
OH OH OH OH
0OH 9 0 [u] OH
OH OH OH OH

Figura 1.4 - Amilopectina - estrutura basica do amido.

Entre os varios tipos de biomassa rica em amido encontram-se o milho, o trigo e a batata.
Contudo, como as leveduras ndo sdo capazes de hidrolisar este polissacarido, € sempre
necessario um pré-tratamento para hidrélise do amido, como as hidrolises enzimatica ou acida
(Tasic et al., 2009; Tester et al., 2006).

A producdo de bioetanol a partir de culturas sacarinas e amilaceas designa-se por etanol de 12
geracdo, pois € um processo simples j& implementado industrialmente. No entanto, este ndo é o
processo mais sustentavel de producéo de combustiveis, pois provoca pressdo sobre o pre¢o dos
alimentos, j& que muitas destas matérias-primas também podem ser utilizadas para alimentagao
humana e animal, causa a degradacdo acelerada dos solos e consome grandes quantidades de

agua. Além disso, a producéo de etanol de 12 geracdo esta sujeita a sazonalidade das culturas.

1.2.2 Biomassa Lenhocelulésica

A biomassa lenhocelulésica corresponde a mais de 50 % da biomassa produzida mundialmente
(Claassen et al., 1999), constituindo-se como uma importante matéria-prima para a producgdo de
bioetanol. A designacdo biomassa lenhocelulésica inclui: madeiras e ervas (Serensen et al.,
2008; Guo et al., 2008), residuos das industrias agro-pecuaria (Neureiter et al., 2002; Toro et
al., 2010) e da madeira (Xavier et al., 2010) e residuos so6lidos municipais (inclui residuos

alimentares vegetais, relva e papel usado (Li et al., 2007; Park et al., 2010)).
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A biomassa lenhocelulésica é composta por celulose, hemicelulose e lenhina, em proporgdes
que variam consideravelmente com a natureza da biomassa (Ledigabel e Averous, 2006). A
celulose (Fig. 1.5), o polimero mais abundante na natureza, é formada por residuos de glucose
unidos por uma ligagdo B-1,4-glucosidica. A natureza desta ligacdo faz com que as unidades de
glucose fiqguem alinhadas num angulo de 180 °, formando uma cadeia plana, o que permite um
elevado grau de empacotamento das fibras. A hemicelulose é um polimero cuja composicao é
mais complexa que a da celulose, e em que o monossacarido predominante é a xilose, uma

pentose, embora a glucose também esteja presente na sua composi¢do (Buranov e Mazza, 2010).

CHOH :OI e
0 0 ol OH *1
CHOH OH T~ < >,l on
1] o 0

Figura 1.5 - Estrutura da celulose (a) e da hemicelulose (b).

A lenhina é o segundo polimero mais abundante na natureza, correspondendo a cerca de 30 %
de todo o carbono organico. A sua estrutura € muito complexa, sendo uma associacao de varias
moléculas, entre as quais se encontram os &lcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico (Boerjan
et al., 2003). A presenca de lenhina dificulta o acesso a celulose e da origem a formacdo de
compostos recalcitrantes, pelo que a biomassa lenhoceluldsica tem que ser sujeita a pré-

-tratamentos fortes para a sua remocdo (Hubbell e Ragauskas, 2010).

Pela sua complexidade, a biomassa lenhoceluldsica tem que ser tratada, para extrac¢do dos
acucares, antes de poder ser fermentada (Fig. 1.6) (Olsson e Hahn-Hégerdal, 1996). O pré-
tratamento tem como objectivo destruir a matriz formada pelas fibras de celulose, hemicelulose
e lenhina. Durante esta primeira fase, a estrutura cristalina da celulose é destruida, a

hemicelulose solubilizada e a lenhina libertada e/ou degradada.
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Hemicelulose
hidrolisada

Material W
lenho-celulosico ——

A 4

lenhina (—l Hidrolise |
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Fermentagdo
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hidrolisada

A 4

Fermentagao
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A 4

| Destilagao |

Etanol

Figural.6- Esquema da producdo de etanol a partir de biomassa lenhocelulésica (Olsson e
Hahn-H&gerdal, 1996).

Existem vérios tipos de pré-tratamentos para biomassa lenhoceluldsica sendo os mais comuns a

explosdo com vapor, a hidrolise &cida e o tratamento alcalino.

No tratamento por explosdo com vapor, a biomassa é exposta a vapor a pressoes elevadas (0,69
a 4,85 MPa (Sanchez e Cardona, 2008)), e em seguida a uma brusca reducdo da presséo, o que
provoca a quebra da estrutura lenhocelulésica, hidrélise das fibras de hemicelulose e
despolimerizagdo da lenhina. Este procedimento permite o tratamento de varios tipos de
biomassa, como palhas e madeiras, com extraccdo de grandes quantidades de agUcares
(Hongzhang e Liying, 2007; Negro et al., 2003). Num estudo realizado com residuos de oliveira
conseguiram extrair 54,6 % m.m™ de aglcares, a temperatura de 200 °C com um tempo de
residéncia de 5 min (Cara et al., 2008), enquanto que com carolo de milho foi conseguida uma

extracgdo de 25 % m.m™ a 180 °C, durante 0 mesmo tempo (Zimbardi et al., 2007).

O tratamento de biomassa com &cido sulfdrico é o método mais comum no tratamento de
biomassas lenhoceluldsicas. Este processo permite usar uma temperatura de reaccdo menor
(entre 0s 120 e 140 °C) (Guo et al., 2008; Sun e Tao, 2010), com uma recuperacdo de aglcares
derivados da hemicelulose mais elevada do que a explosdao com vapor (Sanchez e Cardona,
2008).
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A adicdo de solucdes alcalinas diluidas a biomassa provoca a expansdo das fibras, destruindo a
sua estrutura cristalina e reduzindo a sua polimeriza¢do. A lenhina é degradada e as ligacdes
entre polimeros sdo destruidas. Este método € considerado demasiado caro para ser usado em
grande escala (Lynd et al., 2002).

Os acucares poliméricos obtidos no pré-tratamento da biomassa lenhocelulésica poderdo
seguidamente ser sujeitos a hidrdlise enzimética para se tornarem fermentesciveis. No entanto, a
levedura Saccharomyces cerevisiae, que € a levedura mais importante nos processos de
fermentacdo alcoolica, ndo consegue degradar pentoses, como a xilose, pelo que é necessario
recorrer a outros tipos de microrganismos quando se pretende produzir etanol de origem
lenhocelulésica (Alvira et al., 2010).

Ao etanol produzido a partir de biomassa lenhoceluldsica da-se o nome de etanol de 22 geracéo,
dada a maior complexidade do processo de produgdo e porque, em geral, ndo utiliza matérias-

primas destinadas a alimenta¢do humana e animal (Soccol et al., 2010).

No entanto, como se pode observar no Quadro 1.2, as culturas com maior potencial para a
producéo de etanol sdo o arroz, milho e o trigo, que sdo exactamente as culturas que constituem

a base da alimentagdo humana.

Quadro 1.2 - Potencial de producéo de bioetanol de algumas culturas. (Balata et al., 2008).

Potencial de producéo de

Cultura etanol (L.t%)
Cana-de-agUcar 70
Beterraba 110
Batata-doce 125
Batata 110
Milho 360
Arroz 430
Centeio 250
Trigo 340
Sorgo sacarino 60
Biomassa celulésica 280
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1.3 Microalgas como Matéria-prima para Biocombustiveis Liquidos

As microalgas sdo pequenos organismos fotossintéticos que se encontram em agua salgada ou
doce. Embora o mecanismo fotossintético seja semelhante ao das plantas superiores, a auséncia
de estruturas como o caule e folhas, e o facto de se encontrarem submersas em &gua facilita o
acesso ao didxido de carbono e a nutrientes, conferindo uma maior eficiéncia na conversdo da

energia solar em biomassa (Schenk et al., 2008).

As microalgas surgem, no actual panorama energético, como a Unica matéria-prima sustentavel
capaz de assegurar a producdo de biocombustiveis segundo Chisti (2007). A producdo de
biocombustiveis a partir de microalgas tera um menor impacte ambiental, ndo competindo por
espaco com as culturas alimentares ao contrario dos biocombustiveis produzidos a partir de

outras matérias-primas.

As microalgas possuem varias caracteristicas que lhe permitem tornar-se a matéria-prima

preferencial para a producédo de biocombustiveis em relagdo a outras culturas:

e Maior eficiéncia fotossintética do que as plantas terrestres (3-8% nas microalgas vs 0,5
% nas plantas superiores), 0 que se repercute em maiores produtividades por area de
terreno.

e Maior capacidade de remoc&o de didxido de carbono.

¢ Manuseamento mais facil, por serem cultivadas em meio liquido.

e Versatilidade em relacdo a utilizacdo de agua, podendo crescer em agua doce e salgada,
mas também em efluentes e aguas residuais (Godos et al., 2010; Kim et al., 2010; Kong
et al., 2010), o que permite reduzir custos no fornecimento de nutrientes e/ou despoluir
cursos de agua.

e Possibilidade de cultivo em terrenos improprios para crescimento de culturas
alimentares.

e Producdo ndo sazonal, podendo haver varias colheitas ao longo de todo o ano.

e Possibilidade de estimulacdo para acumulagéo de 6leos e/ou glicidos.

Num conceito de biorefinaria, a possibilidade de valorizagdo dos residuos da biomassa
microalgal, por extraccdo de compostos de alto valor acrescentado (proteinas e pigmentos),
permitirdo reduzir os custos da producéo industrial de microalgas. Os efluentes resultantes da

colheita poder&o ser reaproveitados para novas culturas de microalgas (Fig. 1.7) (Chisti, 2008).



INTRODUCAO
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Figura 1.7 — Processo conceptual para a produgdo de biocombustiveis a partir de biomassa
microalgal (Chisti, 2008).

1.3.1 Producéo de Microalgas

A producdo de microalgas € um processo muito versatil, quer em relacdo a fonte de energia

utilizada quer em relagdo ao método de produgdo.

Embora a maior parte das microalgas cresga fotoautotroficamente, pela conversdo da energia
solar a energia quimica através da fotossintese, com consumo de carbono inorganico,
(nomeadamente diéxido de carbono) varias espécies apresentam também metabolismo
heterotréfico e mixotréfico. No metabolismo heterotréfico, a fonte de energia é exclusivamente
carbono organico, geralmente sob a forma de glucose e/ou acetato (Wen e Chen, 2003, Perez-
Garcia et al., 2010) ndo havendo a necessidade de energia luminosa. Algumas espécies de
microalgas apresentam um metabolismo mixotréfico e conseguem simultaneamente realizar a
fotossintese e consumir carbono inorgénico e organico, o que permite aumentar a sua
produtividade (Bhatnagar et al., 2011)

3

A producdo de microalgas heterotréficas é realizada em fermentadores, enquanto que a
producdo de microalgas autotréficas e mixotroficas é realizada em sistemas iluminados como 0s

fotobiorreactores e as lagoas fotossintéticas.

1.3.1.1 Lagoas Fotossintéticas

As lagoas fotossintéticas sdo fotobiorreactores abertos, pouco profundos (10 -50 cm) para

permitir a difusdo de dioxido de carbono proveniente da atmosfera e a penetracdo da luz solar,
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construidos em cimento ou terra compactada impermeabilizada por plastico (Chisti 2007). O
sistema mais comum € o do tipo raceway pond, em que a agitacdo da cultura é realizada por
agitacdo mecanica de pas (Fig. 1.8), sendo utilizado para a produgdo industrial de microalgas
das espécies de Spirulina, Chlorella, Arthrospira platensis, Anabaena sp., Nannochloropsis e
Dunaliella (Reijnders, 2009; Jorquera et al., 2010; Chisti, 2007).

Figura 1.8 - Producao de microalgas numa lagoa fotossintética do tipo raceway pond.

Este sistema apresenta vantagens relacionadas com o baixo custo de construcdo, a quantidade
reduzida de energia necessaria para operacao e com a facilidade de manutencdo da temperatura,
por estar em contacto directo com a atmosfera promovendo uma elevada dissipagéo de calor
(Mata et al., 2010). Por outro lado, a inexisténcia de isolamento entre 0 meio de cultura e a
atmosfera conduz a elevadas perdas de dgua por evaporacgdo e torna o sistema mais vulneravel a
contaminagdo por outros microrganismos. O sistema de pés utilizado para mistura da cultura
ndo consegue, em geral, gerar turbuléncia suficiente para garantir a difusdo optima de dioxido
de carbono para 0 meio e a homogeneizagdo da cultura. Por esta razdo h& sempre uma grande
parte da populag&o celular que ndo consegue captar luz e fonte de carbono suficientes, o que se
traduz em baixas produtividades (Jiménez et al., 2003).

Com 0 objectivo de aumentar a produtividade nas lagoas fotossintéticas tém sido propostas

algumas solugbes como a sua cobertura, criando uma estufa, e a injeccdo de ar e dioxido de

11
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carbono proveniente de gases de exaustdo, garantindo assim uma mistura mais eficiente da
cultura e maior fornecimento de diéxido de carbono (Hase et al., 2000; Zeiler et al., 1995;
Ketheesan e Nirmalakhandan, 2011).

1.3.1.2 Fotobiorreactores

A producéo de microalgas em sistemas fechados permite ultrapassar as maiores dificuldades do
cultivo em sistemas abertos, reduzindo os riscos de contaminagdo por outros microrganismos,
aumentando a eficiéncia na utilizacdo de luz, e permitindo o controlo das condig¢Ges da cultura,
com maior produtividade de biomassa (Borowitzka, 1999; Brennan e Owende, 2010). Ao
contrario dos sistemas abertos, os fotobioreactores fechados tém como principal desvantagem

um elevado custo de construcao e operagao.

Existem varios tipos de fotobiorreactores, sendo que 0s mais comuns sdo os tubulares, em

coluna e os do tipo flat-plate, (Fig. 1.9).

Figura 1.9 - Exemplo de diferentes tipos de fotobiorreactores: em coluna (A), flat plate (B) e
tubulares (C).

Os sistemas flat-plate consistem em paralelepipedos de vidro, plastico ou outro material que
permita a passagem da radiacao solar, em que o ar é injectado pela base, fornecendo o dioxido

de carbono necessario ao crescimento da biomassa e criando turbuléncia para que todas as

12



INTRODUCAO

células tenham acesso a radiagdo solar. A eficiente turbuléncia, o reduzido percurso Optico e a
reduzida acumulacdo de oxigénio na cultura, o reduzido gasto de energia auxiliar e a fécil
remocdo de algas sedimentadas, permitem ndo s6 produtividades elevadas de biomassa como
também sdo muito atractivos do ponto de vista industrial. O aproveitamento da radiacdo
incidente pode ainda ser maximizado pela orientacdo dos reactores em funcéo da deslocagédo do
Sol (Harun et al., 2010a; Cheng-Wu et al., 2001).

O principio subjacente aos fotobiorreactores em coluna néo difere do dos fotobiorreactores flat-
plate, uma vez que o arejamento e mistura da coluna sdo realizados pela injeccdo de ar.
Contudo, o formato cilindrico do reactor permite que este tenha sempre apenas metade da sua
superficie iluminada. Embora as produtividades sejam elevadas, a possibilidade de scale up para
instalages industriais é limitada devido & altura do reactor e ao percurso Optico da cultura
(Grima et al., 1999).

Os fotobioreactores tubulares sdo normalmente de vidro ou plastico e surgem num conjunto de
tubos transparentes com didmetro inferior a 0,1 m. Estes tubos ndo podem ser de grande
didmetro uma vez que é necessaria luz para que o processo de fotossintese ocorra. Porém, este
tipo de sistema estd sujeito & acumulacdo de concentragbes elevadas de oxigénio, ao
sobreaquecimento da cultura e & formagdo de gradientes de pH (Chisti, 2007; Grima et al.,
1999) e por isso, acoplado aos tubos, encontra-se habitualmente um desgaseificador, que tem
como propoésito ndo s6 a remogdo do oxigénio mas também o arrefecimento da cultura. A

estrutura tubular aumenta a area iluminada repercutindo-se em produtividades elevadas.

Embora os fotobiorreactores fechados permitam produzir maiores quantidades de biomassa, a
quantidade de energia que requerem para agitacdo e difusdo do dioxido de carbono torna-os
pouco apelativos para a producdo de microalgas para biocombustiveis, usando-se
essencialmente para a producdo de compostos de elevado valor acrescentado. Numa andlise de
ciclo de vida realizada por Jorquera et al (2010), foi estudada a producéao de 6leo pela microalga
Nannochloropsis cultivada em lagoas fotossintéticas e em fotobiorreactores tubulares e flat-
plate. A producdo em fotobiorreactores tubulares foi considerada economicamente inviavel, em
detrimento dos outros dois processos de cultivo. Dos trés, 0 método mais favoravel foi o cultivo

em lagoa fotossintética.

No Quadro 1.3 encontram-se resumidas as vantagens e desvantagens dos principais sistemas de

producdo de microalgas (Brennan e Owende, 2010).
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Quadro 1.3 - Principais vantagens e desvantagens dos fotobiorreactores mais comuns
(Brennan e Owende, 2010).

Sistema de
producéo

Vantagens

LimitacGes

Raceway pond

Relativamente barato
Facil de limpar

Uso de terreno ndo agricola

Requer pouca energia

Facil manutencgéo

Baixa produtividade de biomassa
Requer grandes areas

Limitado a algumas espécies de
algas

Reduzida homogeneidade

Contaminacdo facil das culturas

Fotobioreactor
tubular

Grande superficie de iluminacéo

Viavel para culturas no exterior
Construgdo relativamente barata

Boa produtividade de biomassa

Crescimento de algas nas paredes
do reactor

Requer grandes areas

Formacao de gradientes de pH,
oxigénio dissolvido e CO, ao longo
dos tubos

Fotobiorreactor
flat-plate

Altas produtividades de biomassa
Facil de esterilizar
Reduzida acumulag&o de oxigénio

Controlo facil das condicGes de
crescimento

Boas condicGes de iluminagdo
Grande superficie iluminada

Viavel para culturas no exterior

Scale up dificil
Dificil de controlar a temperatura
Baixo nivel de stress hidrodinamico

Baixo nivel de crescimento de algas
nas paredes do reactor

Fotobiorreactor
em coluna

Compacto

Elevada transferéncia de massa

Baixos niveis de consumo de
energia

Turbuléncia elevada
Reduzido stress mecanico
Facil de esterilizar

Baixos niveis de foto-inibicdo e
foto-oxidagéo

Reduzida &rea de iluminagédo

Construgdo sofisticada e cara
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1.3.2 Colheita de Biomassa Microalgal

As microalgas crescem em culturas muito diluidas, o que implica que tenham que ser
processadas grandes quantidades de liquido para a sua colheita e com elevado gasto energético.
Por esta razéo, a colheita da biomassa microalgal tem sido referido como sendo o passo-chave
para a producdo industrial de biocombustiveis a partir de microalgas (Lee et al., 2010a; Zhang
et al., 2010).

Entre os métodos tradicionalmente utilizados para colheita de microalgas encontram-se a
sedimentacdo gravimétrica, a centrifugacdo, a floculacéo, a filtracéo e a flotacao.

A sedimentagdo, ou gravitacdo, consiste na concentracdo da biomassa pelo simples
assentamento das células. Este processo é lento e o produto final contém um elevado teor de

agua.

A recuperagdo de biomassa por centrifugacdo é rapida, mas requer o consumo de muita energia,
0 gue tem como consequéncia o aumento dos custos. Por isso, este tipo de método de colheita sé

costuma ser utilizado apds a biomassa ter sido previamente concentrada.

Um dos métodos que tem ganho muito interesse é a concentracdo por coagulacdo/floculacao,
uma vez que permite recuperar biomassa com menores custos econdémicos relativamente a
centrifugacdo. Este processo consiste na adi¢cdo de produtos quimicos capazes de induzir a
agregacdo de células de microalga quer por neutralizacdo ou inversdo das cargas eléctricas das
paredes celulares (coagulagdo), quer pela formagao de ligagdes entre as microalgas (de Godos et
al., 2010). Entre os compostos capazes de induzir a coagulagdo de microrganismos encontram-
se o célcio (na forma de carbonato, 6xido ou hidréxido), o sulfato de aluminio, o cloreto de ferro
(11), o sulfato de ferro (Ill), e o cloreto de polialuminio. Os floculantes organicos usados
incluem os polielectrélitos cationicos e/ou anionicos e polimeros como os derivados de amido,

alginato, quitosano, entre outros (Renault et al., 2009)

A filtracdo de culturas de microalgas permite remover a totalidade de microalgas do meio de
cultura, passando-o por membranas de poros reduzidos (Babel et al.,2002). Embora ja existam
instalacdes de aquacultura em que o processamento do meio de cultura é realizado por filtragdo
(Rossignol et al., 1999), este método apresenta algumas limitacGes ja que as membranas podem

ficar rapidamente colmatadas, o que reduz a capacidade de filtracéo.

15



INTRODUCAO

1.3.3 Microalgas para Biodiesel

O potencial da produgcdo de Oleos por microalgas tem sido descrito como sendo
substancialmente superior ao observado com as culturas de oleaginosas convencionais, embora
a produtividade em biomassa e teor em 6leo varie com a espécie de microalga utilizada e com as

condigdes e meio de cultivo (Mata et al., 2010) (Quadro 1.4).

Quadro 1.4 — Produtividade em biodiesel de diferentes matérias-primas (os valores para as
microalgas sdo calculados a partir do teor em 6leo) (Mata et al., 2010).

Teor de 6leo Produtividade Area Produtividade
L. . em 6leo necessaria em biodiesel
Mateéria-prima X - (m2 ano’ kg'l .
(% m.m™) (L.ha™a™) biodiesel) (kg.ha™.a™)

Milho 44 172 66 152
Soja 18 636 18 562
Jatropha 28 741 15 656
Camelina 42 915 12 809
Girassol 40 1070 11 946
Palma 36 5 366 2 4 747
Microalga
(Teor reduzido de 6leo) 30 58 700 0.2 51927
Microalga
(Teor médio de 6leo) 50 97800 01 86515
Microalga 70 136 900 0.1 121 104

(Teor elevado de 6leo)

Com se pode ver no Quadro 1.4, mesmo uma microalga com reduzido teor de dleo permitira
produzir uma quantidade de biodiesel, cerca de 10 vezes superior a palma, cultura rica em 6leo,
e amplamente explorada para a producdo de biodiesel (Pleanjai e Gheewala, 2009). Esta
caracteristica permitirad ndo sé reduzir o impacte ambiental associado ao biodiesel mas também

colmatar mais rapidamente as necessidades energéticas, substituindo o petrdleo.

Vaérias estirpes de microalgas tém sido ja estudadas e seleccionadas de acordo com a sua
produtividade e capacidade de acumulacdo de lipidos. No Quadrol.5 encontram-se algumas

espécies de microalgas com elevados teores de 6leo (Chisti, 2007).
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Quadro 1.5 — Teor em 6leo de algumas espécies de microalgas (Chisti, 2007).

Microalga Teor em 6leo (% m.m™)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzchia sp 45-47
Phaedactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

O 6leo contido nas microalgas, depois de extraido, pode ser convertido a biodiesel por
transesterificacdo, tecnologia j& industrialmente implementada no processamento de o0leos

vegetais (Janaun e Ellis, 2010).

1.3.4 Microalgas para bioetanol

A semelhanca do que se sucede com o potencial das microalgas para a producdo de biodiesel, as
elevadas produtividades destes microrganismos e a capacidade de algumas espécies acumularem
elevados teores de agucares, torna este tipo de biomassa também muito apelativo para servir

como matéria-prima para a producéo de bioetanol (Quadro 1.6) (Mussatto et al., 2010).

Matsumoto et al., (2003), por exemplo, procederam a seleccdo de varias espécies de microalgas
marinhas ricas em acucares tendo identificado um total de 76 espécies de microalgas como

contendo teores em agucares entre 40 e 53 % m.m™.
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Quadro 1.6 — Produtividade em etanol de diferentes matérias-primas (os valores para as
microalgas sdo calculados a partir do teor em aclcar) (Mussatto et al., 2010).

Produtividade em

Materia-prima etanol (L.ha™)

Trigo 2590
Mandioca 3310
Sorgo sacarino 3050-4070
Milho 3460 —4 020
Beterraba sacarina 5010 -6 680
Cana-de-agUcar 6 190 — 7 500
Microalgas 46 760 — 140 290

Sendo esta uma area da investigacdo em microalgas ainda embrionaria, e, embora ja tenham
sido identificadas algumas espécies com teores elevados de aglcares (Quadro 1.7) (Spolaore et
al., 2006), ainda é necessario proceder a seleccdo de novas espécies capazes de acumular
naturalmente teores elevados de acUcares, identificar processos de inducdo de agucares e

determinar os melhores métodos para sacarificar a biomassa.

Quadro 1.7 - Composicdo bioguimica de diferentes espécies de microalgas (Spolaore et al.,

2006).

Espécie Actcares (% m.m™)
Anabaena cylindrica 25-30
Chlamydomonas rheinhardii 21
Chlorella vulgaris 12 -17
Dunaliella salina 32
Porphyridium cruentum 40 — 57
Scenedesmus obliquus 10-17
Spirulina méxima 13-16
Synechococcus sp. 15
Chlorella pyrenoidosa 26
Spirogira sp 33-64

As algas também tém capacidade de fermentagdo directa produzindo etanol em condicBes de
anaerobiose através do consumo dos acUcares armazenados intracelularmente. Ja foi descrita a
producdo de etanol com rendimento de 1% (m.m™) para a microalga Chlamydomonas

reinhardtii (Hirano et al., 1997) e 2,07% (m.m™) para a Chlorococum littorale (Ueno et al.,

18



INTRODUCAO

1998). Também ja foi observada este tipo de metabolism na microalga Chlamydomonas

perigranulata (Hon-nami e Kunito, 1998; Hon-Nami, 2006).

Este processo, designado por fermentacdo no escuro, implica gastos reduzidos de energia, pois
ndo requer o processamento da biomassa, mas até agora os resultados publicados ndo foram

muito promissores.

Contudo, a fermentacdo alcodlica por meio de leveduras, que é um processo estabelecido
industrialmente, ainda ndo foi muito explorada em extractos microalgais, provavelmente porque
0s agUcares contidos na biomassa microalgal tém que ser extraidos para posterior fermentagao.
Embora haja véarias opgles de tratamento da biomassa, como a extrac¢do supercritica (Harun et
al., 2009), que permite uma elevada eficiéncia na extraccdo de acUcares, as hipdteses de
tratamento mais promissoras em termos econdémicos serdo métodos andlogos aos ja

implementados para matérias-primas convencionais.

O tratamento alcalino de biomassa de Chlorococum infusionum mostrou ser eficiente na
extraccdo de aglicares permitindo uma produtividade em etanol de 0,26 geon.g bs™ (Harun et
al., 2010b). Também o tratamento de biomassa com acido sulfarico diluido foi explorado com
biomassa de Chlorococum humicola e Chlamidomonas reinhardii tendo-se obtido
concentragdes méximas de etanol de 7,2 e 14,6 g.L™, respectivamente (Harun e Danquah,
2011b; Nguyen et al., 2009).

Uma das abordagens a ter em consideragdo no processamento de biomassa de microalgas para a
producdo de bioetanol podera passar pelo tratamento bioquimico, utilizando enzimas como a a-
amilase e a amiloglucosidase, tal como realizado com a microalga Chlamydomonas reinhardtii
para a qual se conseguiu uma produtividade em etanol de 0,24 geion.g™ (Choi et al., 2010). Num
estudo realizado por Harun e Danquah (2011b), a utilizacdo de celulases excretadas pelo fungo
Trichoderma reesei permitiu obter uma extraccdo méxima de aclicares de 64,2 % m.m™ da

biomassa de Chloroccum sp.

Para além disso, em espécies de microalgas capazes de produzirem agucares, a sua acumulagao
pode ser estimulada pela inducéo de estados de stress metabdlico. O estado de stress geralmente
resulta da caréncia de nutrientes essenciais como nitrato, fosfato e/ou sulfato, mas também pode
ser devido & adicdo de compostos toxicos. Douskova et al (2009) conseguiram induzir uma
acumulacdo de amido de 83, 50 e 33 % na microalga Chlorella vulgaris, pela privacdo de
fosfato, nitrato e sulfato, respectivamente. Também estudaram o efeito da inibicdo da

proteossintese, que se repercutiu na duplicacdo da quantidade de amido na biomassa.

A adicdo de ferro (I1l) a culturas de microalgas permite também aumentar o teor em agUlcares
em microalgas oceanicas devido ao aumento da eficiéncia da fotossintese. Porém esta

acumulacdo depende da quantidade luz incidente e é consequéncia de um efeito sinérgico entre
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a suplementacdo e a iluminacdo da cultura (Oijen et al., 2005). Factores como 0 aumento da
temperatura ou a salinidade também j& foram documentados como tendo efeito estimulador na

acumulacdo de agucares por microalgas (Warr et al., 1985).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Microrganismos

2.1.1.1 Microalga
Para 0 estudo da obtengdo de agucares foi utilizada uma microalga da espécie Scenedesmus

obliquus, adquirida a Algoteca da Universidade de Coimbra, Portugal.

A alga foi mantida em meio de cultura Bristol cuja composi¢cdo se encontra no Quadro 2.1 em

reactores air lift de vidro com capacidade de 1 L. (Fig. 2.1).

Quadro 2.1 — Composicao do meio Bristol.

Nutriente Concentracao
Nitrato de sodio 250 mg.L™
Hidrogenofosfato de potassio 75mg.L"
Cloreto de célcio dihidratado 33mg.L™"
Sulfato de magnésio heptahidratado 75 mg.L*
Dihidrogenofosfato de potassio 175 mg.L™
Cloreto de sddio 25 mg.L™
Sal de ferro do &cido etilenodiaminatetracético 60 mg.L™
Acido bérico 2,86 mg.L™
Sulfato de manganésio tetrahidratado 2,03 mg.L'l
Sulfato de zinco heptahidratado 220 pg.L™
Sulfato de cobre 50 pg.L*!
Molibdato de sodio 60 pg.L™
Sulfato de cobalto heptahidratado 90 pg.L™

21



MATERIAIS E METODOS

Figura 2.1 - Fotobiorreactores air lift utilizados para manutencéo das culturas de Scenedesmus
obliquus.

2.1.1.2 Leveduras

Os ensaios de fermentacdo foram realizados com leveduras das estirpes Saccharomyces
cerevisiae DER 24, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae I-uvarum CCMI 885,
Saccharomyces carlbergensis ATCC-6269, Kluyveromyces marxianus YPCC 2671 e Pichia
stipitis CBS 181.F.

As leveduras foram conservadas em rampas com meio de repicagem MR, a excepcao da
levedura Pichia stipitis CBS 181.F para a qual foi utilizado meio de repicagem YMA (Quadro
2.2).

Quadro 2.2 — Composicdo dos meios para rampas de manutencgéo de leveduras.

Nutrientes MR (g.L ™ YMA (g.L™
Glucose 20 11
Agar 20 20
Peptona 10 5
Extracto de levedura 5 3
Extracto de malte - 3

2.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados ao longo do trabalho encontram-se descritos no Quadro 1.1, do Anexo I.
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2.1.3 Meios de crescimento

2.1.3.1 Microalga
Para a produgdo de microalga Scenedesmus obliquus, foi usado meio de cultura Bristol com
valor de pH de 7 (Quadro 2.1).

2.1.3.2 Leveduras

Para os ensaios de fermentacdo as leveduras foram inoculadas em meio de cultura (MC) com
um valor de pH de 4,5, e com a composi¢do base que se encontra no Quadro 2.3, a qual se

adicionou glucose ou misturas de glucose e xilose como fonte de carbono.

Quadro 2.3 — Composicdo do meio MC de cultura para leveduras.

Nutriente Concentracéo (g.L™)
Sulfato de aménio 5
Dihidrogenofosfato de potassio 5
Sulfato de magnésio heptahidratado 1
Extracto de levedura 5

Antes de ser usado, o meio foi esterilizado em autoclave (HL-36AC da Newclave) a 120°C

durante 15 min.

2.2 Equipamentos

As microalgas utilizadas na seleccéo e optimizacdo do método de ruptura celular e extracgdo de
acucares da biomassa foram cultivadas num fotobiorreactor de coluna de bolhas em PVC com
capacidade de 50 L e arejamento por sistema venturi, sendo a cultura recirculada por uma
bomba GRUNDFOS CH2-50 AA-CUBE, através de um chiller para controlo de temperatura
(Fig. 2.2).
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Figura2.2- Esquema (A) (R — fotobiorreactor, D — desgaseificador; B — bomba; P —
permutador de calor) e fotografia (B) do sistema .

Para estudar o efeito da iluminag&o no crescimento das microalgas foi utilizado também um
fotobiorreactor de PVC com 10 L de capacidade, permanentemente iluminado com luz artificial
(lampadas fluorescentes Philips TL-D 36 W/54-765). A agitacdo e arejamento da cultura foram

realizados por meio de um sistema air-lift com ar comprimido (Fig. 2.3).

Ar B

comprimido

Figura 2.3 - Esquema (A) e fotografia (B) do fotobiorreactor permanentemente iluminado.

A biomassa microalgal necesséria para a producdo de bioetanol foi produzida numa lagoa
fotossintética do tipo raceway com volume inicial de 4500 L e &rea Gtil de 40 m® construida em
cimento revestido por lona. Foi utilizado um motor OLIMAR V5CPDF2 associado a um

sistema de pas para agitar a cultura a uma velocidade aproximada de 5 m.min™ (Fig. 2.4).
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Figura 2.4 - Lagoa fotossintética de 45m” utilizada para producdo da biomassa de
Scenedesmus obliquus.

A preparagdo do inoculo para a lagoa grande envolveu a utilizagao de trés lagoas fotossintéticas,
em fibra de vidro, semelhantes a de 4500 L mas com um volume final de 300 L cada. Nestas a

mistura da cultura é realizada por pas mecanicas, a uma velocidade de 7 m.min™ (Fig. 2.5).

Figura 2.5 — Lagoa fotossintética pequena inoculada com Scenedesmus obliquus.

Antes de cada inoculagéo os reactores foram descontaminados com lixivia durante dois dias e 0s

ensaios foram realizados em modo descontinuo.
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2.3  Métodos

2.3.1 Avaliacao de Factores que Influenciam Metodologias Colorimétricas para a
Determinacdo de Agucares

2.3.1.1 pH da Amostra
O reagente do método do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) para determinagdo de concentra¢Bes
em acUcares redutores é fortemente alcalino, pelo que o pH das amostras a analisar, em caso de

estas serem fortemente acidas, podera reduzir a sua eficiéncia.

Por esta razdo foram realizados estudos para avaliar da necessidade de neutralizar/alcalinizar
amostras &cidas, construindo rectas de calibragdo para solugdes de glucose com concentragdes
crescentes entre 0,1 e 1,5 g.L™. As solucdes de glucose foram preparadas em &cido sulfdrico

com concentracéo 2 N.

No primeiro ensaio, foi adicionada a cada solucdo acida uma pastilha de hidroxido de sodio
(~ 97 mg) antes de iniciar a analise com adi¢do do reagente de DNS e completar o protocolo
como descrito na sec¢do 2.3.6.5. No segundo, as solugBes &cidas neutralizadas com uma
pastilha de hidréxido de sodio foi adicionado o reagente de DNS e seguido o restante protocolo
substituindo a adicdo final de 5 mL de agua destilada pela adicdo de 5 mL de solugdo
concentrada de hidréxido de sodio (100 g.L™Y).

2.3.1.2 Presenca de Sais

Foi estudada a interferéncia, nos métodos colorimétricos, da neutralizagdo de amostras contendo
acido sulfurico ou cloridrico com hidroxido de sodio. Para tal, foram analisadas solucGes de
glucose com concentragdes de 0,3 g.L™, para 0 método de determinacao de agticares redutores, e
de 0,06 g.L™ para o método de determinagdo de aglcares totais (seccdo 2.3.6.4) e com
diferentes concentracdes de sulfato de sodio e de cloreto de sodio entre 0 e 100 g.L™.

Construiram-se também rectas de calibracdo, para a determinacdo do teor em agUcares redutores
(seccdo 2.3.6.5), com concentracdes de glucose entre 0,1 e 1,5 g.L™ e de sulfato de sédio entre
0,7e30g.L™

2.3.1.3 Grau de Polimerizacédo do Agucar
O método do reagente de fenol-sulfarico (FS) para determinacdo do teor em acUcares totais

permite a hidrélise de aclcares poliméricos. Dado que alguns autores indicam a producdo de
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amido (polimero de glucose) por certas microalgas (Kim et al., 2007) avaliou-se a eficiéncia do

método FS na andlise deste polissacarido.

A partir de uma solugio mie de amido 1 g.L™, solubilizado por fervura, foram preparadas
solucdes com concentracdes entre 0s 5 e os 100 mg.L™ a partir das quais foi construida uma
recta de calibracdo do método para determinacdo de agucares totais (seccao 2.3.6.4).

2.3.2 Ruptura Celular e Extrac¢do de Agucares da Microalga Scenedesmus obliquus

Para selec¢do e optimizacdo do método de ruptura celular e extrac¢do de agucares da microalga
Scenedesmus obliquus, as culturas de microalga foram crescidas no fotobiorreactor de coluna de
bolhas (Fig. 2.1) e posteriormente concentradas por centrifugacdo a 18 592 g, durante 15 min a
4 °C, numa centrifuga Avanti J25 da Beckman.

Os ensaios de ruptura foram realizados em duplicado, com cerca de 2,5 g de biomassa
concentrada (biomassa himida). As amostras acidas foram filtradas em filtros de 13 mm de
didmetro e porosidade 0,45 um (Acrodisc GHP; Pall Life Sciences) e as restantes amostras em
filtros de acetato de celulose de igual didmetro e porosidade (Sartorius GmbH). Apos filtracao,
foi avaliado no extracto o teor em agUcares totais (seccdo 2.3.6.4) e em agUcares redutores
(seccdo 2.3.6.5) e, em certos casos, foram também identificados os aglUcares presentes por

cromatografia liquida de alta pressdo HPLC (seccéo 2.3.6.6).

Cada lote de microalga usado foi ainda caracterizado quanto ao teor em agucares recorrendo a
hidrolise &cida quantitativa (seccdo 2.3.6.3) seguida de andlise pelo método do reagente FS
(seccdo 2.3.6.4).

2.3.2.1 Selecgdo do Método de Ruptura Celular

Foram experimentadas diferentes abordagens para ruptura celular e extraccdo de agucares da
biomassa microalgal: tratamentos fisicos (sonicacdo, abrasdo por esferas de vidro,
homogeneizacgdo e temperatura) e associacdo de tratamentos quimicos e fisicos (ataque acido e

alcalino sob pressdo e temperatura).

Nos ensaios de sonicacdo a amostra de biomassa foi colocada num tubo de ensaio largo de
plastico ao qual se adicionou 5 mL de agua destilada. A amostra foi submetida a sonicagdo, num
aparelho Labsonic L. B. Braun equipado com uma sonda 1000 L B. Braun a 200 W, durante
30 s. Foi colocada de seguida em gelo durante 10 min. Este procedimento foi realizado cinco

vezes seguidas para cada amostra.
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No tratamento da biomassa com esferas de vidro, a cada amostra de biomassa foram
adicionados 10 mL de agua destilada e, aproximadamente, 900 mg de esferas de vidro (Sigma,
425 a 600 um) em tubo de ensaio. As amostras foram desintegradas em agitador de vortice
durante 1 min e colocadas em gelo durante igual periodo de tempo. Este procedimento foi

realizado cinco vezes seguidas para cada amostra.

Nos ensaios de homogeneizacdo, cada amostra foi suspensa em 5 mL de agua destilada num
tubo de homogeneizacdo. A biomassa foi sujeita a accdo de um homogeneizador Heidolph
DIAX 24000 rpm durante 2,5 min. Este processo foi repetido ap6s um periodo de repouso de

10 min em gelo.

No processamento fisico-quimico da biomassa, foram adicionados 5 mL de solugdo 3 N de
acido cloridrico (HCI), &cido sulfarico (H,SO,4) ou hidroxido de sédio (NaOH), as amostras.
Apos agitagdo forte, os tubos de ensaio, tapados com rolhas de algoddo e papel de aluminio,
foram colocados no autoclave previamente aquecido a 100 °C. Considerou-se como tempo
inicial do ensaio, 0 momento em que a temperatura atingiu 120 °C e a pressdo de 1,2 bar. O
ensaio decorreu durante 30 min, contudo as amostras s6 foram retiradas do autoclave quando a

temperatura desceu abaixo de 100 °C (aproximadamente 90 min apds o inicio do ensaio).

Para estudar o efeito da temperatura na ruptura celular, foram também realizados ensaios apenas
com agua destilada, nas condicbes descritas no paragrafo anterior, assim como foram também
realizados 2 ensaios com 5 mL de acido sulfdrico a duas temperaturas alternativas: em banho a

58 °C e a 82 °C e pressdo normal.

2.3.2.2 Efeito da Humidade da Biomassa na Ruptura Celular

Para avaliar o efeito da humidade da biomassa, foram realizados ensaios semelhantes aos
ensaios descritos na seccdo 2.3.3, utilizando 0,5 g de biomassa obtida por secagem de cerca de

2,5 g de biomassa humida, a 80 °C, durante 24h, seguida de moagem manual em almofariz.

2.3.2.3 Optimizacio da Ruptura/Extrac¢do com Acido Sulfarico

2.3.2.4 Influéncia da Concentraco de Acido

Para definir qual a concentracdo de acido sulfirico mais adequada, foram realizados ensaios, em
duplicado, de ruptura/extraccdo com biomassa seca e humida (quantidade de biomassa
equivalente a 0,5 g de biomassa seca) e 5 mL de acido sulfurico com concentragdes na gama de

0,05 a 10 N. A hidrdlise decorreu como descrito na secgao 2.3.2.1.
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2.3.2.5 Influéncia da Concentragdo de Biomassa

Mantendo o volume de 5 mL de &cido sulfirico 2N e nas condigdes de hidrélise descritas
previamente (seccdo 2.3.2.1), foram realizados ensaios, em duplicado, com diferentes
quantidades de biomassa seca (seccdo 2.3.2.2) entre 0,1 e 2,5 g.

2.3.2.6 Influéncia do Numero de Ciclos de Extraccao

Os residuos resultantes dos ensaios da sec¢do 2.6.3.2 foram concentrados por centrifugacdo
(centrifuga HERAEUS Multifuge 38 R+ da Thermo Scientific) a 11 820 g, durante 10 min, a

temperatura ambiente.

Os acucares remanescentes nos residuos sélidos foram extraidos com 5 mL de agua destilada a
50 °C durante 2 min, sob agitagdo em agitador de vortice. A suspensdo foi novamente
centrifugada e o sobrenadante foi removido para analise. Este procedimento foi realizado cinco

Vezes para cada amostra.

2.3.2.7 Remocdo de Sulfato de Soluces Concentradas

A remocdo de sulfatos de solugdes concentradas foi realizada segundo a técnica de overliming.
Esta, consiste na adigdo de hidroxido de calcio (Ca(OH),), com formacéo de sais insollveis de
sulfato de calcio. Fizeram-se alguns testes para avaliar a eficiéncia do processo. Assim, em
erlenmeyers com solucdo de H,SO, 2N foram adicionadas diferentes quantidades de Ca(OH),
(57 - 90 g.L™) a temperatura ambiente. Foi também realizado um ensaio a 50°C para avaliar o
efeito da temperatura na precipitacdo e outros a diferentes niveis de pH &cido, quantificados

num aparelho InoLab Level 1 da WTW.

Durante 0s ensaios manteve-se uma agitacdo continua em placa magnética e foram retiradas
amostras ao longo do tempo, para determinacdo do teor em sulfatos por cromatografia idnica
(seccdo 2.3.6.7) apos filtracdo por filtros de de acetato de celulose com 13 mm de didmetro e

porosidade 0,45 pum (Sartorius GmbH).

2.3.3 Selec¢do de Leveduras para a Fermentacao Alcodlica de Acucares Extraidos de
Microalga

2.3.3.1 Crescimento de Inéculos

Para inocular os meios de cultura para os ensaios de fermentacéo, é necessario usar uma cultura

em boas condi¢des de desenvolvimento. Para tal, realizaram-se ensaios para caracterizacdo do
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crescimento de leveduras das estirpes Saccharomyces cerevisiae DER 24, Saccharomyces
bayanus, Saccharomyces cerevisiae I-uvarum CCMI 885, Saccharomyces carlbergensis ATCC-
6269, Kluyveromyces marxianus YPCC 2671 e Pichia stipitis CBS 181.F.

Estes ensaios de crescimento foram realizados em erlenmeyers de 500 mL contendo 250 mL de
meio MC com 50 g.L™" de glucose (seccdo 2.1.6), inoculados por ancada a partir de um
crescimento em rampa. Os erlenmeyers, tapados com rolhas de algodao, foram mantidos numa
incubadora orbital New Brunswick Scientific, a 30 °C e a 150 rpm até se atingir a fase

estacciondria do crescimento das leveduras.

Ao longo do crescimento foram retiradas amostras para avaliar o crescimento celular por leitura

espectrofotométrica a 640 nm, num espectrofotémetro Hitachi U-2000, com diluicdo adequada,

A interferéncia da cor do meio de cultura na determinacéo da densidade Optica foi eliminada,
subtraindo ao valor da densidade Gptica da amostra diluida, o valor da densidade éptica da
amostra com a mesma dilui¢do depois de centrifugada numa centrifuga de bancada (modelo 315
da Bucht) a 21 500 g durante 7 min.

Na fase final do crescimento foi feita a determinagdo da relagdo entre o valor de densidade
Optica a 640 nm e 0 peso seco de cada uma das culturas de levedura. Para tal, as células foram
recolhidas e concentradas por centrifugacdo a 11 820 g durante 7 min. As células foram entéo
lavadas com &gua destilada, centrifugadas novamente e ressuspendidas em agua destilada de
modo a obter uma suspensédo celular com um valor de densidade 6ptica de 5 (considerando 0,5
numa diluicdo 1:10). A partir da suspensdo celular concentrada prepararam-se, em balGes de
100 mL, varias suspensdes, por diluicio com agua (1:10, 1:20, 1:30, 1:40 e 1:60), cuja

densidade Optica foi determinada também a 640 nm.

Foi ainda filtrado um volume de 5 mL de suspenséo celular, em triplicado, por filtros de fibra de
vidro de 47mm de didametro e poro de 0,45 um (GF/C da Whatman), previamente lavados com
agua destilada, secos a 80 °C durante 24 h e tarados. Os filtros com levedura foram

posteriormente secos a 80 °C até peso constante.

2.3.3.2 Fermentacao Alcodlica em Meio Sintético

Para seleccionar as leveduras para a producdo de etanol realizaram-se ensaios de fermentacéo
em meio sintético MC com 100 g.L™ de glucose e com misturas de glucose e xilose
(649.L": 36 g.L ™.

Para inocular os ensaios utilizaram-se leveduras em crescimento exponencial provenientes de
pré-culturas similares as descritas na sec¢do 2.3.3.1 e recolhidas por centrifuga¢do durante 7

min a 11 180 g. As células foram lavadas duas vezes com agua destilada esterilizada e, no final,
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foram ressuspensas em agua destilada esterilizada com volume necessario para obter uma
concentracdo final de biomassa de 10 g.L™. O concentrado celular (2,5 ml) foi entdo adicionado
ao meio de fermentacdo (250 mL) em erlenmeyers de 500 mL tapados com rolhas de borracha
furadas com uma agulha (concentracdo inicial de biomassa = 100 mg.L™). Todos os ensaios
foram realizados a 30 °C e a 150 rpm numa incubadora orbital.

Ao longo dos ensaios, foram retiradas amostras para caracterizacdo em termos de concentragdo
celular por leitura espectrofotométrica a 640 nm e, apds centrifugacdo a 11 820 g, durante 10
min em centrifuga de bancada, o sobrenadante foi reservado para determinacao de agucares pelo
método do reagente (FS) (seccdo 2.3.6.4) e por HPLC (seccdo 2.3.6.6) e para determinacdo de
etanol por cromatografia gasosa (secc¢éo 2.3.6.8).

Foi ainda realizado um ensaio similar apenas com Saccharomyces carlsbergensis em meio
sintético MC com 100 g.L™ de glucose ao qual se adicionou 20 g.L™ de sulfato na forma de
sulfato de sédio, perfazendo um total de 25 g.L™ de sulfato, para estudar a sua capacidade

fermentativa em condigdes adversas.

2.3.4 Crescimento da Microalga Scenedesmus obliquus

Para o estudo do crescimento da microalga em diferentes condigdes de iluminacdo, foram
realizados dois ensaios, usando os fotobioreactores de PVC descritos na sec¢do 2.2. Um dos
ensaios decorreu no exterior, com ciclo dia-noite, usando o fotobiorreactor de coluna de bolhas
com 50 L. O outro ensaio decorreu no laboratério e foi realizado no fotobiorreactor de PVC

com 10 L de capacidade permanentemente iluminado com luz artificial.

Os dois reactores foram inoculados a partir da mesma pré-cultura, e em simultaneo. Em cada
amostragem foi retirado 1,5 L de meio e, apos leitura espectrofotométrica a 540nm e filtracdo de
um volume de 50 mL, em duplicado, para determinacdo do peso seco da cultura (seccao
2.3.6.1), o volume restante foi centrifugado a 18 592 g e 4° C durante 15 min para concentrar a
biomassa. Parte do sobrenadante obtido foi reservado para leitura de pH e determinacéo do teor
de sais (seccao 2.3.6.7), tendo o restante sido reposto no fotobiorreactor respectivo. A biomassa

foi seca para avaliar o teor de humidade (seccéo 2.3.6.2).

Aproximadamente 0,5 g de biomassa seca foi hidrolisada, na presenca de 5 mL de H,SO, 2N a
120° C, durante 30 min em autoclave. Apoés filtracdo por filtros de 13 mm de diametro e
porosidade 0,45 um (Acrodisc GHP; Pall Life Sciences), o hidrolisado foi analisado para

determinacdo do teor em agUcares totais (sec¢do 2.3.6.4).
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2.3.5 Processo Global de Producéo de Etanol a Partir da Microalga Scenedesmus
obliquus.

2.3.5.1 Producdo da Biomassa

A biomassa microalgal necessaria para a producdo de bioetanol foi cultivada na lagoa
fotossintética do tipo raceway pond com volume inicial de 4500 L (seccéo 2.2) entre os dias 28
de Setembro e 22 de Novembro de 2010.

A inoculacdo desta lagoa de grande tamanho requereu a preparacdo de varios inoculos em
volumes sucessivamente maiores. Primeiro, foi inoculado o fotobiorreactor em coluna de bolhas
descrito na seccdo 2.2. Trés semanas apos a inoculagdo deste (DO = 2), a cultura foi transferida
equitativamente para trés lagoas fotossintéticas pequenas (Fig. 2.5) e, quando o valor de
densidade Optica das culturas nas lagoas pequenas atingiu o valor de 0,6, foram transferidas para

a lagoa fotossintética de 45 m?.

Nesta cultura a colheita de amostras foi realizada sempre no mesmo ponto da lagoa e o
processamento foi semelhante ao descrito para os ensaios em fotobiorrreactor (seccéo 2.3.4).
Sempre que foi realizada uma toma de amostra, foi também medida a altura do liquido na lagoa
para avaliar potenciais efeitos da pluviosidade ou evaporagdo. O ensaio decorreu até se observar
estabilizacdo do teor em agucares.

No final do ensaio, a agitacdo foi desligada e durante dois dias a biomassa foi deixada a
sedimentar. Procedeu-se entdo a decantacdo da cultura até um volume final de 900 L. A cultura
concentrada foi, entdo, transferida para reservatorios onde ficou novamente a sedimentar e s
depois se procedeu a sua centrifugacdo a 18 592 g, durante 15 min a 4 °C, numa centrifuga
Avanti J25 da Beckman. A biomassa centrifugada foi seca em tabuleiros a 80 °C até peso

constante.

2.3.5.2 Extraccdo dos Agucares

Para extrair 0s aglcares da biomassa microalgal seca, esta foi primeiro reduzida a fragmentos de
dimensfes mais reduzidas com um maco. Porc¢des de 1500 g de biomassa seca foram colocadas
em erlenmeyers de 5 L de capacidade, aos quais foram adicionados 3 L de &cido sulfurico 2N.
De cada vez, a mistura foi devidamente agitada e o erlenmeyer fechado com uma rolha de
algodao tapada com folha de aluminio. A hidrélise foi realizada em autoclave durante 30 min a
120 °C. Este procedimento foi realizado até terem sido processados 4500 g de biomassa e, no
final, separou-se o sobrenadante de cada hidrolise com a ajuda de um passador de pléstico. Os

sobrenadantes provenientes das varias hidrolises foram misturados.
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2.3.5.3 Destoxificacdo do Hidrolisado

Para reduzir a concentracdo de sulfato, foram adicionadas ao hidrolisado, a temperatura
ambiente, quantidades sucessivas de Ca(OH), sob agitacdo, em placa magnética, durante cerca
de 3 dias, procedendo-se a monitorizacdo, ao longo do tempo, do nivel de remogao em amostras
filtradas (filtros acetato de celulose de 13 mm de didmetro e porosidade 0,45 um; Sartorius

GmbH), e analisadas por cromatografia ionica (sec¢do 2.3.6.7).

No final, o hidrolisado foi centrifugado a 18 592 g durante 15 min e o valor de pH ajustado a

5,4 pela adicdo de acidos orto-fosférico e nitrico.

2.3.5.4 Fermentacgdo do Hidrolisado

Os ensaios de fermentagdo com as leveduras K. marxianus, S. carlbergensis e S. bayanus, foram
realizados com 500 mL de hidrolisado, num erlenmeyer de 1L, inoculados com 300 mg.L™ de
pré-culturas em fase de crescimento exponencial com glucose. O procedimento foi similar ao

descrito na secgdo 2.3.3.2.

2.3.6  Metodologias Analiticas

2.3.6.1 Determinacao do Peso Seco de Culturas de Microalgas

A determinacdo do peso seco das culturas de microalgas foi realizada filtrando um volume
conhecido de cultura, homogeneizada num agitador de vortice, por filtros de fibra de vidro de
47mm de diametro e poro de 0,45 um (GF/C da Whatman) previamente lavados com &gua

destilada, secos a 80 °C durante 24 h e tarados.

Apobs a filtracdo, os filtros foram novamente secos a 80 °C até peso constante.

2.3.6.2 Determinagdo do Teor de Humidade da Biomassa Microalgal

Para determinar o teor de humidade na biomassa microalgal foi colocada uma pequena porgéo
(aproximadamente 2 g) de biomassa, concentrada por centrifugacdo a 18 592 g durante 15 min a
4 °C numa caixa de Petri, previamente seca a 80 °C durante 24 h e tarada. O conjunto foi seco a

80 °C em estufa até se registar peso constante.

2.3.6.3 Hidrolise Acida Quantitativa de Microalga
A hidrolise 4cida quantitativa permite determinar a concentracao total de agUcares, garantindo a
hidrolise total da biomassa (Hoebler et al., 1989). Num tubo de ensaio largo, com 0,5 g de

biomassa seca (ou quantidade equivalente de biomassa humida), foram adicionados 5 mL de
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4cido sulfarico 72% (m.m™). Foi seguidamente colocado num banho termostatizado a 30 °C
durante 1 h. O contetdo do tubo foi entdo transferido para um frasco rolhado de 250 mL e
foram adicionados 139 mL de 4gua destilada, diluindo o &cido sulfrico para uma concentragdo
final de 4% (m.m™). O frasco, devidamente fechado, foi colocado no autoclave durante 1 h &
temperatura de 120 °C. Este procedimento foi realizado, em duplicado, para cada lote de
microalga colhido em alturas diferentes.

2.3.6.4 Determinagao Colorimétrica do Teor em AcUcares Totais
O teor em agUcares totais foi determinado pelo método do reagente fenol-sulfdrico (Dubois et
al., 1956).

Inicialmente foi preparada uma solugdo de fenol 5 % (m.v?), dissolvendo 50 g de fenol e

diluindo a 1 L, que se conservou em frasco escuro.

A 1 mL de amostra, devidamente diluida, foi adicionado igual volume da solucdo de fenol e
5 mL de &cido sulfurico concentrado. A mistura foi, posteriormente, homogeneizada em
agitador de vortice. A reacgdo ocorreu durante 10 min, tendo o tubo de ensaio sido, no fim,
colocado num banho de agua fria durante 15 min. A densidade dptica de cada mistura foi lida
num espectrofotdmetro a 490 nm contra um ensaio branco em que a amostra foi substituida por

agua destilada.

Foi construida uma recta de calibracdo com concentracdes entre 10 e 100 mg.L™ de glucose.

2.3.6.5 Determinacao Colorimétrica do Teor em Acucares Redutores
O teor em aclcares redutores foi determinado pelo método do reagente de acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) (Miller 1959).

A preparacdo do reagente necessario passou por dissolver em agua destilada 10 g de &cido
3,5-dinitrossalicilico, 16 g de hidroxido de sodio e 300 g de tartarato duplo de sédio e potassio,

diluindoa 1 L. A solucéo foi, por fim, filtrada e conservada num frasco escuro.

A 500 pL de amostra, devidamente diluida, foi adicionado igual volume de reagente de DNS
num tubo de ensaio. A mistura foi homogeneizada em agitador de vortice e incubada durante 5
min num banho a 100 °C. Deixou-se repousar durante 10 min até atingir a temperatura ambiente
e adicionou-se 5 mL de agua destilada. A densidade Optica de cada mistura foi lida
espectrofotometricamente a 540 nm contra um ensaio branco em que a amostra foi substituida

por agua destilada.

A concentracdo em aguUcares redutores da amostra foi obtida a partir de uma recta de calibragdo
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com concentracdes de glucose entre 0,05e 1,5 g.L™.

2.3.6.6 Identificacdo e Quantificacdo de Acucares por HPLC

A identificacdo e quantificacdo de aglUcares nos hidrolisados de alga foram realizadas por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) HPLC (Merck Hitachi, Darmstadt,
Alemanha) equipado com uma bomba (L-7100), um forno (L-73-50), um detector de indice de
refraccdo (La Chrom L-7490) e um injector automatico (Merck, L-72000), com um volume de
injeccdo fixo de 20 pL. A identificacdo e quantificacdo de produtos da degradacéo de agucares

foi realizada no mesmo sistema usando um detector de UV-Vis (LaChrom L-7490).

Foram usadas 2 colunas diferentes: Aminex HPX-87H e Aminex HPX-87P (Bio-Rad
Laboratories). A analise com a coluna HPX-87H foi realizada a temperatura constante de 50 °C
e 45 °C, para a coluna e detector respectivamente. As amostras foram eluidas com solucéo de
acido sulfarico 5 mM, filtrada (filtros com poro 0,2 um e didmetro de 47 mm de polietersulfona
hidrofilica (Supoc 200; Pall Life Sciences)) e desgaseificada.a um fluxo de 0,5 mL.min™.

No caso da HPX-87P a analise foi realizada a temperatura constante de 85 °C e 45 °C para a
coluna e detector, respectivamente. As amostras foram eluidas com agua Millipore filtrada
(filtros com poro 0,2 um e didametro de 47 mm de polietersulfona hidrofilica (Supoc 200; Pall

Life Sciences)) e desgaseificada, a um fluxo de 0,6 mL.min™.

Em ambos os casos, foram preparadas solugdes de calibracdo para cada um dos compostos a

analisar, usadas como padrdes externos, na gama de 2 a 15 g.L ™.

2.3.6.7 Cromatografia I6nica para a Determinacdo de Anides

A determinacdo de cloreto, nitrato, nitrito, fosfato e sulfato foi realizada num cromatografo
Dionex ICS — 1000, equipado com supressor ASRS — ULTRA I, pré-coluna AG14 A 4 x 50
mm, coluna IONPAC AS14 A, 4 x 250 mm e detector de condutividade, e com um volume de
injeccdo fixo de 25 pL. O eluente usado consistiu numa solucéo de carbonato de sédio 8 mM
com bicarbonato de sédio 1 mM, previamente filtrada por filtros de polipropileno hidrofilico de
47 mm de didmetro e 0,2 um de poro (Pall Sciences) e desgaseificada por ultra-sons (P-Selecta
ULTRASONS-H) durante 15 min. A anélise das amostras realizou-se com um fluxo de eluente

de 1 mL.min™.

Foram preparadas solugdes de calibracdo para cada um dos compostos a analisar, usadas como

padrdes externos, na gama de 0,5 e 30 mg.L™.
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2.3.6.8 Quantificacdo de Etanol por Cromatografia Gasosa

A determinacdo de etanol foi realizada num cromatégrafo Hewlett-Packard modelo 5890
equipado com injector on-column, coluna de enchimento (4 % Carbowax 20M, 1 % acido
trimesilico, 80 — 120 Carbopack BDA), de 2 m de comprimento e 1/8” de didmetro interno e
detector de ionizacdo de chama (FID). As temperaturas do injector, coluna e detector foram
configuradas para 150 °C, 110 °C e 200 °C, respectivamente. Foi utilizado hélio como géas de

arrastamento.

De cada vez, foi injectado 1 L de amostra e a concentracdo de etanol foi determinada usando

2-propanol como padrao interno.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As microalgas pertencentes ao género Scenedesmus encontram-se onde exista agua doce sendo
frequentemente as microalgas dominantes (Kim et al., 2007). A microalga Scenedesmus obliquus foi
uma das primeiras algas a serem cultivadas in vitro devido ao seu rapido crescimento (Celekli et al.,
2008), utilizacdo de diferentes fontes de azoto como nitrato, nitrito e amonia (Urrutia et al., 1995) e
capacidade de sobrevivéncia numa gama larga de temperaturas (15 a 40 °C) (Martinez et al., 1999).
Por estas razes, esta microalga tem sido utilizada para producdo de biomassa, tratamento de dguas em
lagoas de oxidag&o (Hodaifa et al., 2009, Lavoie e Noue, 1985) e ja foi estudada a possibilidade da sua
utilizagdo no tratamento de efluentes de lagares (Hodaifa et al., 2009; Hodaifa et al., 2010) e de aguas

residuais urbanas (Martinez et al., 2000).

Por ser também um microrganismo que sintetiza agucares (Spolaore et al., 2006), considerou-se a

microalga Scenedesmus obliquus como um modelo apropriado para estudar a produgéo de bioetanol.

3.1 Optimizagdo de Metodologias e Tecnologias de Processamento de Biomassa de
Scenedesmus obliquus Para Producéo de Bioetanol

3.1.1 Avaliacdo de Factores que Influenciam Metodologias Colorimétricas Para a
Determinacdo de Acucares

A determinacédo colorimétrica do teor de agUcares na microalga foi realizada por dois métodos: o do
reagente FS e o do reagente de DNS. O primeiro método permite determinacfes entre os 10 e 0s
100 mg.L™" de aclcares totais, em amostras que podem conter monossacaridos e aglcares enquanto
que o segundo permite determinar apenas agUcares redutores, assegurando, por exemplo, a

quantificacio de glucose entre 0,05e 1,5 g.L™.

Os dois métodos apresentaram boa sensibilidade com ajuste linear nas gamas de concentracao testadas
(Fig. 3.1).
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Método de anélise Declive da recta Ordenada na origem R’
Fenol-sulfirico 0,0105 0,0106 0,9909
DNS 0,5168 -0,0165 0,9998

Figura 3.1 — Curvas de calibracdo com glucose para os métodos de avaliagdo do teor em agucares
totais com reagente fenol-sulfurico (a) e aguUcares redutores com reagente de &cido
3,5-dinitrossalicilico (b). Os resultados representam a média de determinagdes em
triplicado.

3.1.1.1 pHda Amostra

Dado que, grande parte dos ensaios de extraccdo de agUcares da biomassa de microalga foram
efectuados em concentragdes elevadas de acido, e os resultados das leituras espectrofotométricas
obtidos para a determinacdo com reagente de DNS foram inferiores a 0,010, tornou-se necessario

avaliar modos de ultrapassar esta situacao.

Como a reacgdo quimica envolvida neste método ocorre em meio alcalino, optou-se por tentar
neutralizar o efeito do &cido das amostras com hidroxido de sédio em dois pontos do procedimento
analitico (sec¢do 2.3.6.5). Segundo Miller (1959), com o aumento da concentracdo de hidroxido de

sodio dever-se-a observar 0 aumento da intensidade da cor apds aquecimento a 100 °C.

A adicdo de uma pastilha de NaOH a solugdes de glucose em acido sulfarico 2N foi suficiente para
anular o efeito do acido, uma vez que a curva obtida se sobrepds a curva de calibracdo padrédo
(Fig. 3.2).

Face aos resultados obtidos decidiu-se que, em qualquer analise de amostras acidas pelo método do
reagente de DNS, se procederia a uma neutralizacdo prévia do volume de amostra necessario com

1 pastilha de hidréxido de sodio.
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Hidroxido de sédio Declive da recta Ordenada na origem R?
- 0,5168 -0,0165 0,9998
Uma pastilha 0,5495 -0,0129 0,9967
Uma pastilha + 5 mL 0,5180 0,0187 0,9972

NaOH 10% (m.v™')

Figura 3.2 - Curvas de calibracdo para glucose no método do reagente de DNS: normal (®), com
acido e uma pastilha de NaOH (O) e com &cido, uma pastilha e 5 mL de NaOH 10%
(m.v") (m). Os resultados representam a média de determinagdes em triplicado.

Em relacdo ao método do reagente FS, a adi¢do de 5 mL de &cido sulfurico concentrado (95 — 97%)
implica que o meio de reaccéo seja ja fortemente acido ndo sendo afectado pelo baixo valor de pH das

amostras.

3.1.1.2 Presenca de Sais

Da neutralizacdo, com hidréxido de sédio, das amostras acidas para determinacdo de agUcares
redutores, ocorreu a formacédo de elevadas concentracGes de sulfato ou de cloreto de sédio. Foi entdo

necessario estudar o efeito da concentracdo destes sais no método colorimétrico.

Para tal, foram determinadas curvas de calibracdo para glucose no método do reagente de DNS para
solucdes com concentragdes definidas de sulfato de sddio (0 - 30 g.L™). As curvas de calibracdo
obtidas apresentaram linearidade até & concentracdo de glucose 1,5 g.L™ (Fig. 3.3) com sobreposic&o a
curva de calibragdo padrédo, o que permitiu concluir que a presenca deste sal ndo revela qualquer efeito

interferente no presente metodo, tal como j& sugeriam os resultados dos testes de alcalinizacéo
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(Fig. 3.2). Concentracdes acima de 30 g.L™ ndo foram consideradas devido & necessidade de diluicdo

de amostras com concentragdes elevadas de agucares.

1,0

0

0,5

1 15

Glucose (g.L1)

Sulfato de sodio Declive da recta Ordenada na origem R’
0 0,5168 -0,0165 0,9998
0,7 0,5592 -0,0074 0,9969
3 0,5654 -0,0098 0,9974
6 0,5835 -0,0093 0,9972
15 0,5723 -0,0073 0,9986
20 0,5717 -0,0039 0,9983
30 0,5870 -0,0087 0,9947

Figura 3.3 - Curvas de calibracdo para glucose obtidas com o método do reagente de DNS para
diferentes concentracGes de sulfato de sédio: 0 (4) 0,7 (@), 3 (O), 6 (m), 15 (), 20
(A) e 30g.L" (A).Os resultados representam a média de determinac@es em duplicado.

Nos ensaios com cloreto de s6dio foram preparadas solugdes com concentragdes deste sal até 40 g.L™

e 0,3 g.L™ de glucose (Fig. 3.4). Embora se tenham observado oscilacdes no valor da densidade 6ptica

da solucdo, depois de executado 0 método, estas ndo foram muito expressivas e parecem indicar ndo

haver interferéncia.
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Figura 3.4 - Influéncia da presenca de cloreto de s6dio (M) no método do reagente de DNS. Os
resultados representam a média de determinacdes em duplicado.

Embora ndo houvesse necessidade de alcalinizar as amostras para as determinacdes pelo método do
reagente FS, o efeito dos dois sais foi também avaliado para este método. Para tal, foram preparadas
solucdes com glucose (60 mg.L™) e diferentes concentracdes de sulfato de sodio e cloreto de sédio
entre 5 e 40 g.L™ (Fig. 3.5).
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Figura 3.5 - Influéncia da presenca de sulfato de sodio (®) e cloreto de sodio (M) no método do
reagente fenol-sulfurico. Os resultados representam a média de determinacGes em
duplicado.

O cloreto de sodio parece ndo apresentar grande interferéncia no método do reagente fenol-sulfdrico.
Nos valores obtidos com adicdo de sulfato de sddio parece verificar-se um efeito negativo para
concentracdes de sal acima de 10 g.L™. Contudo, este método exige diluiges 10x superiores as do
método do reagente de DNS pelo que nunca serdo atingidos niveis de concentracdo de sal muito

elevados.
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3.1.1.3 Grau de Polimerizacédo do AcUcar

O método do reagente fenol-sulfirico permite determinar a concentracdo total de acUcares incluindo
aclcares complexos. Contudo, o valor de absorvancia pode variar com a natureza do acglcar em
estudo, como descrito pelo autor do método (Dubois et al., 1956). Deste modo, foi necessario avaliar a
eficiéncia da analise para amido, um polimero de glucose, que foi seleccionado por ser a forma
preferencialmente acumulada pelas microalgas verdes, entre as quais a Scenedesmus obliquus (Kim et
al., 2007).

Sendo o amido um agucar insoltvel em é&gua fria, foi necessario proceder ao seu aquecimento para se
observar total solubilizagdo e permitir a preparacéo de solu¢cdes homogéneas de concentragGes entre 5
e 100 mg.L" que foram entfio analisadas. Os valores de absorvancia das amostras apresentaram
linearidade e sobreposicédo a curva de calibracdo determinada para solugdes de glucose (Fig. 3.6). Este
resultado permitiu concluir que o método é eficiente para aglcares com maior grau de polimerizacéo

permitindo realizar uma quantificacdo correcta.
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s 0,6
G )
D‘ 0,4:
0,2 -
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0 20 40 60 80 100
Acucar (mg.L?)
Acucar Declive darecta Ordenada na origem R®
Glucose 0,0105 -0,0106 0,9909
Amido 0,0102 -0,0016 0,9993

Figura3.6- Curvas de calibracdo para glucose (®) e amido (O) na determinagdo do teor de
acucares totais pelo método do FS. Os resultados representam a média de
determinacgdes em duplicado.
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3.1.2 Ruptura Celular e Extraccéo de Ac¢ucares da Microalga Scenedesmus obliquus

A microalga Scenedesmus obliquus acumula aglcares, sob a forma de amido, no meio intracelular,
pelo que, tendo em vista a producdo de bioetanol a partir da biomassa desta microalga, se torna

necessario proceder a ruptura da parede celular para extrair os agucares.

Os ensaios de ruptura foram realizados, com cerca de 2,5 g de biomassa microalgal humida (ou
quantidade equivalente de biomassa seca — 0,5 g) e por isso os resultados obtidos para os métodos
colorimétricos sdo apresentados em percentagem massica (grama equivalente de glucose por grama de

biomassa seca de microalga (% g eq qy. g bs™)).

3.1.2.1 Selecgdo do Método de Ruptura Celular

Tendo em vista a eficiéncia energética do processo global, a primeira abordagem foi o processamento
de biomassa microalgal concentrada por centrifugagdo a 18 592 g (com um teor de humidade,
aproximado, de 75% m.m™), evitando-se assim o gasto de energia na secagem.

A ruptura da parede celular da microalga Scenedesmus obliquus foi realizada com dois tipos de
métodos distintos: fisicos (homogeneizacdo, sonicagdo, abrasdo com esferas de vidro e temperatura) e

associagdo de metodos quimicos e fisicos (aquecimento em presencga de um agente quimico).

A gquantidade de agucares totais detectada nos extractos das amostras, provenientes do mesmo lote de
microalga, foi utilizada como medida do sucesso do método utilizado. Os resultados obtidos

encontram-se na Fig. 3.7.
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Figura3.7 - Ruptura celular e extrac¢do de aglcares de biomassa himida de Scenedesmus obliquus
por diferentes métodos. Os resultados representam a média de dois ensaios
independentes.
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Os métodos fisicos de ruptura celular da biomassa revelaram ser os menos eficientes, néo
apresentando extracgdes de aglicares da biomassa acima dos 3 % (g eqg..g bs™) quando comparados
com os de temperatura (120 ©°C) associada a hidrdlise é&cida em que se obteve

8,20 e 8,12 % (g eqy,.g bs™) com 4cido sulfarico e cloridrico,respectivamente.

O ensaio realizado a 120 °C com NaOH 3N ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a
extracgdo apenas por métodos fisicos (2,45 % (9 eqqu.0 bs™)). Este resultado ndo correspondeu ao
esperado, j& que o tratamento alcalino da biomassa permite destruir as ligagdes das fibras de celulose e
hemicelulose da parede celular, presentes nas microalgas, tornando os agUcares intracelulares
acessiveis (Harun et al., 2010b; Takeda, 1996)). O facto de a quantidade de agUcares extraidos da
biomassa tratada com hidroxido de sodio ter sido apenas ligeiramente superior ao ensaio realizado nas
mesmas condi¢cdes com agua podera indicar degradacdo dos agucares devido a excesso de hidroxido
de sddio, fendmeno ja descrito por alguns autores (Hendriks e Zeeman, 2009).

Em relacdo a ruptura por calor e &cido, e dado que o aquecimento é uma operacgdo que introduz gastos
em qualquer processo, foi avaliada a possibilidade de extrac¢do dos aglcares a temperaturas abaixo

dos 120 °C (Quadro 3.1) e a pressdo normal

Quadro 3.1 — Efeito da temperatura na extraccdo de agucares de biomassa microalgal himida a
diferentes temperaturas, durante 30 minutos.

Temperatura do tratamento Acucares totais
(°C) (% (9 edgi.g bs™))
58 1,27
82 5,13
120 8,20

A utilizagdo de uma temperatura elevada repercutiu-se num ataque mais eficiente da biomassa pelo
acido, comportamento concordante com trabalhos prévios realizados com microalgas. Nguyen et al
(2009) observaram que, na hidrdlise de biomassa de Chlamydomonas reinhardtii com &cido sulfurico
1 N, o aumento de temperatura de 100 °C para 110 °C permite um aumento de 20 % na extraccéo de

acucares.

Considerou-se entdo 120 °C como a temperatura adequada para a extraccao e hidrdlise quimica de

acucares da microalga.
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3.1.2.2 Efeito da Humidade da Biomassa ha Ruptura Celular

Uma vez que a extrac¢do de acucares de biomassa humida foi reduzida (< 9 %), foram realizados

ensaios similares com biomassa seca em proporc¢do idéntica a himida.

Os resultados obtidos mostraram que a secagem da biomassa influenciou positivamente a extraccao
dos acgucares contidos na biomassa e o processamento a quente com acido permitiu obter mais 55 % de
acucares (Fig. 3.8). Estes resultados parecem indicar que a secagem da biomassa fragiliza a parede
celular que, por accdo de temperatura e pressdo, fica comprometida ao ponto de permitir maior

libertacdo de agucares.

Os valores obtidos para a extraccdo com hidréxido de sédio, ndo foram expressivamente diferentes
dos alcangados com biomassa hiumida nas mesmas condigdes apesar da parede celular se encontrar
mais fragilizada. Este resultado podera confirmar a hip6tese de degradacdo de aglcares durante

tratamento alcalino forte.
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Figura 3.8 - Ruptura celular e extraccdo de aclcares de biomassa seca (M) e humida (Fd) de
Scenedesmus obliquus por métodos fisicos e por métodos fisico-quimicos. Os resultados
representam a média de dois ensaios independentes.

N&o se registou uma influéncia significativa da secagem no processamento por sonicagdo e com

esferas de vidro.

Na realidade, os métodos de ruptura celular deverdo ser quase especificos para cada espécie de
microalga devido as caracteristicas Unicas da sua parede celular e a microalga Scenedesmus obliquus
tem sido descrita como apresentando uma resisténcia a ruptura celular superior & de outras microalgas,
pois possui uma parede celular multicamada em que a camada interior ¢ formada por celulose

envolvida por uma matriz hemicelulésica. A camada exterior possui 3 sub-camadas contendo
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esporopolenina (Shelef e Soeder, 1978), um politerpeno, também presente nos gréos de poélen, que
confere rigidez elevada e proteccdo ao ataque quimico (Burczyk e Dworzanski, 1988; Lee et a,.
2010b, Mussgnug et al., 2010, Raposo et al., 2001). O processo de secagem da biomassa podera ter
conduzido a modificagdes na estrutura da esporopolenina na parede celular, como ja foi descrito por
Raposo et al., (2001) além de que, durante a secagem, a agua é retirada dos poros existentes entre as
microfibras de celulose, modificando irreversivelmente a sua estrutura supramolecular e conduzindo
ao aparecimento de zonas amorfas onde ocorre a acumulacdo de tensdes entre as fibras. Estas tensdes
retiram elasticidade as fibras quando estas sdo expostas a meios aquosos tornando-se assim mais
susceptiveis a ataques por parte de &cidos (Kontturi e Vuorinen, 2008, Hakkou et al., 2006, Benko et
al., 2007).

Os resultados obtidos nas sec¢Oes anteriores levaram a que se optasse por realizar a ruptura/hidrélise
da microalga Scenedesmus obliquus com acido sulfurico em autoclave, a 120 °C durante 30 min.

3.1.2.3 Optimizacdo da Ruptura/Extracgio com Acido Sulfarico

Dos métodos de ruptura celular, a hidrolise acida a 120 °C foi a mais eficiente, pelo que a seleccao do
acido a utilizar na optimizacdo do método se baseou numa questdo de processo. O tratamento da
biomassa com qualquer dos &cidos levaria a uma concentracdo elevada de sais no hidrolisado final, o
que poderia comprometer a fermentagdo alcoolica devido ao choque osmotico. O &cido sulfirico
apresenta a vantagens de o ido sulfato poder ser removido por precipitagdo com compostos de
reduzida toxicidade para microrganismos, € por ser um nutriente presente no meio de cultura de

leveduras.

Tendo seleccionado entdo o acido sulfarico para o pré-tratamento da biomassa, tornou-se necessario
optimizar as condi¢Bes da ruptura/hidrélise para aumentar o rendimento em agUcares. Na optimizacao

foram tidos em consideracdo o efeito da concentracdo de acido e da concentracdo de biomassa.

Nesta fase do trabalho, e na tentativa de avaliar o nivel de polimerizacdo dos agUcares extraidos, 0s
extractos, foram também analisados pelo método do reagente de DNS, que permite apenas identificar

monossacaridos redutores.

Além disso, todos os resultados de ensaios de hidrdlise foram comparados com os valores obtidos por
hidrélise acida quantitativa (HAQ); seccdo 2.3.6.3) para o mesmo lote de alga, servindo como uma
medida do teor maximo de acUcares extraiveis. Este é o procedimento geralmente usado para
quantificar actcares em matérias-primas lenhocelul6sicas, altamente resistentes a accdo de quimicos e
com composicdo algo similar a descrita para as algas, em que se inclui a presenca de celulose e

hemicelulose. Neste método, a primeira hidrélise, com acido a 76 % m.m™ ataca as fibras dos
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polissacéridos, solubilizando-as, enquanto que a segunda, com 4 % m.m™ de &cido, hidrolisa-as,

minimizando a decomposicédo da glucose e outros monossacaridos (Hoebler et al., 1989).

a) Influéncia da Concentracéo de Acido

Para analisar a influéncia da concentracdo de acido, foi realizado um ensaio preliminar de hidrélise

com &cido sulfurico em autoclave, usando biomassa himida e seca.

O estudo preliminar do efeito da concentracdo de &cido na eficiéncia da extrac¢do encontra-se
apresentado na Fig. 3.9. Tal como observado na sec¢éo anterior, a biomassa seca apresentou resultados
muito superiores aos obtidos com biomassa himida para as mesmas concentra¢des de acido.

O aumento da concentracdo de acido teve como consequéncia a aproximacao da concentragdo dos
acucares redutores a dos agucares totais, provavelmente devido a aumento do nivel de hidrélise.

Em alguns casos, o teor em agucares redutores foi superior ao dos totais, 0 que poderé ter resultado do
facto de a coloragcdo por reaccdo com o reagente de DNS depender do tipo de monossacarido
determinado e ainda da eventual presenca, no extracto, de produtos de degradacdo reactivos (Decker et
al., (2009)).
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Figura 3.9 - Extraccdo de aglcares com o tratamento de biomassa humida (a) e seca (b) de
Scenedesmus obliquus com diferentes concentragdes de &cido sulfurico (aglcares totais
M, acucares redutores ¥1). Os resultados representam a média de dois ensaios
independentes.

O aumento da severidade das condigdes de hidrolise teve como consequéncia um decréscimo nos
acucares totais, mais acentuado nos ensaios com biomassa seca, que se podera dever a ataque quimico

dos préprios agucares. A extraccdo maxima de agucares foi conseguida com &cido sulfurico 2 N, com
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uma eficiéncia de recuperacdo, em relagdo ao valor obtido por HAQ de 75,7 % de acUcares da

biomassa himida e de 89,9% de agUcares da biomassa seca (Fig. 3.9; Quadro 3.2).

Quadro 3.2- Teores em agUcares resultantes da HAQ. Os resultados representam a média de dois
ensaios independentes.

Biomassa humida Biomassa seca
Agucares totais (% (g edqu.g bs™)) 8,70 19,80
Glucose (% (g edqu.g™ bs)) 5,01 10,82
Outros monossacaridos (% (g edg.g bs™)) 3,71 6,08

Os hidrolisados de alga foram também analisados por HPLC (huma coluna Aminex HPX-87H) e, em
todos os casos, foram detectados apenas 2 picos, com areas significativas na zona de eluicdo de
acucares, que corresponderiam a glucose (14,6 min), e galactose, manose ou xilose (15,5 a 15,7 min),
pois estes compostos tém tempo de eluicdo demasiado proximo para se observar separacao efectiva de
picos. As proporgdes relativas entre os 2 picos encontrados indicam sempre uma quantidade bastante
superior de glucose (> 50% da area total), 0 que corresponde ao esperado, uma vez que a glucose foi ja
identificada como o composto dominante (70-80%) na parede celular da microalga em estudo. Ndo
obstante, alguns autores identificaram também manose e galactose (Takeda, 1993, 1996, Rezanka,
1983) e, arabinose, xilose e ramnose (Soeder e Hegenald 1998), que serdo resultantes da hidrdlise de
polissacaridos da parede celular (Soeder e Hegenald, 1998, Hakkou et al., 2006, Benko et al., 2007),
embora nas amostras de hidrolisado de Scenedesmus obliquus ndo se tenha detectado arabinose e

ramnose.

Dado que ndo foi possivel separar a galactose, a manose e a xilose, ndo se puderam avaliar as
proporcdes relativas de cada um destes acUcares e a sua contribuicdo para o pico, o0 que invalidou a
construcao de rectas de calibragdo. Assim, usou-se sempre a recta obtida com glucose, definindo o teor

global destes 3 aglcares em teor equivalente de glucose.

O é&cido 0,05 N foi a concentracdo que menos agUcares extraiu, provavelmente por ser insuficiente
para solubilizar e hidrolisar as fibras de celulose da parede celular, pois a percentagem de glucose na
amostra era muito baixa (Fig. 3.10). Com as restantes concentracdes de acido, a percentagem de
glucose nas amostras variou entre 0s 54 e 0s 62 % do teor global de agucares detectados por HPLC,
numa razdo sempre inferior para 0s ensaios com biomassa humida, tal como observado com a HAQ.

(64% em glucose com biomassa seca) (Quadro 3.2).
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Figura 3.10 — Teor em monossacaridos extraidos de biomassa himida (a) e seca (b) de Scenedesmus
obliquus em funcdo da concentracdo de é&cido sulfdrico (glucose (M); outros (1)).

A analise por HPLC permitiu ainda determinar nos hidrolisados a presenca de produtos de degradacédo
dos acucares (furfural, hidroximetilfurfural (HMF), &cido acético e &cido formico) (Fig. 3.11). O
furfural e o0 HMF resultam da degradacdo da celulose e dos xilanos da hemicelulose, sendo o acido
foérmico e o acido acético os produtos finais da degradacdo dos primeiros (Fig. 3.12). Foram também
detectados &cidos organicos de cadeia curta (propionico, lactico e butirico produzidos provavelmente
em vias metabdlicas da alga. Todos estes compostos foram ja referenciados como podendo exercer
efeitos nocivos na capacidade fermentativa das leveduras (Delgenes et al., 1996; Palmqvist e Hahn-
Hagerdal 2000) (Quadro 3.3).
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Figura3.11- Teor de produtos de degradacdo de acucares e de acidos volateis nos extractos de
biomassa humida (a) e seca (b) de Scenedesmus obliquus em funcdo da concentragéo
de 4cido (4cido acético (M), acido lactico (F4), acido férmico (O0), acido propiénico (
Y), acido butirico (M) e HMF (B). Os resultados representam a média de dois ensaios
independentes.

Em nenhum outro dos ensaios realizados com biomassa humida, com excepgdo do ensaio com menor
concentragdo, se verificou uma contribuicdo activa do acido para a formacéo dos compostos, uma vez

que a sua quantidade se manteve praticamente inalterada com o aumento da concentragdo de &cido.
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Quadro 3.3 - Limites de concentracdo de produtos de degradacdo de acUcares toleravel por
microrganismos.

Composto lel_}e Organismo  Referéncia

(9.L7)

6,01 S. cerevisiae  (Narendranath et al., 2001)
Acido acético 10,03 S. cerevisiae  (Thomas et al., 2002)

5 P. stipitis (Delgenes et al., 1996)

Acido lactico 25,04 S. cerevisiae  (Narendranath et al., 2001)

49,36 S. cerevisiae  (Thomas et al., 2002)
Acido propidnico 2% S. cerevisiae  (Savard et al., 2002)
Acido formico 4,6 S. cerevisiae  (Larsson et al., 1999)
HMF 15,13 S. cerevisiae  (Ngang et al., 2006)

3 Efeito inibidor apenas na presenca de &cido acético 3 g.L* e cido lactico 7 g.L .

Embora se tenha observado uma maior diversidade de produtos de degradacdo nos ensaios com
biomassa seca, a concentracdo destes foi, no global, inferior a registada no hidrolisado da biomassa
himida.

Em concentraces elevadas de acido, o0 HMF pode ser degradado a acido férmico, como descrito por
Girisuta et al., (2006) (Fig. 3.12), e talvez por isso se tenha observado, nos ensaios com biomassa seca,
um aumento do teor em acido férmico para concentraces de acido superiores a 2N em detrimento da

deteccdo de HMF, que ocorreu a 0,05 e 2N.

Glucose 5-Hidroximetil- Acido levulinico +
- — — —> fadolevul
Celulose furfural Acido formico
A\
Biomassa — [ Glucose
Hexose 4 Manose
Galactose

Hemicelulose =

Xilose ——> Furfural

Pentose | _ T
— Arabinose

Figura 3.12 — Degradacéo de aglcares em condicOes acidicas. Adaptado de Girisuta et al., (2006).
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Os ensaios preliminares confirmaram a eficiéncia da extrac¢do de aclcares em biomassa seca e

permitiram identificar que esta é mais eficiente para concentracGes menores de acido.

Com o objectivo de determinar com um pouco mais de exactiddo qual a concentracdo de &cido

sulfurico mais adequada decidiu-se estudar mais niveis de concentracao.

O lote de microalga utilizado neste ensaio possuia 31,8 % (g eqg..g bs™) em aglicares totais e (Quadro
3.4) com 63,9 % de glucose. Estes resultados mostram realmente que lotes de alga colhidos em
estados fisioldgicos diferentes apresentam teores de agUcares diferentes.

Quadro 3.4 - Teores em acgucares resultantes da HAQ. Os resultados representam a média de dois
ensaios independentes.

Biomassa seca

Agucares totais (% (g edqy.g bs™)) 31,76
Glucose (% (g edqy-g™ bs)) 14,70
Outros monossacaridos (% (g edg.g bs™)) 8,31

Tal como anteriormente observado, a maior extracgdo de agucares foi obtida com a concentracdo de
acido sulfarico 2 N (Fig. 3.13), tendo-se extraido 96 % de agUcares totais relativamente ao obtido com
a HAQ. Este resultado foi idéntico ao conseguido no ensaio anterior realizado com alga seca
proveniente de outro lote, colhido numa fase diferente de crescimento, o que podera indicar que a

parede celular era semelhante.
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Figura3.13-  Extracgdo de agucares com o tratamento de biomassa seca de Scenedesmus obliquus
com diferentes concentracGes de acido sulflrico (aclcares totais) (M), acUcares
redutores (£4)).Os resultados representam a média de dois ensaios independentes.
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Também neste caso a concentracdo de acgucares redutores foi, no geral, superior a concentracdo em
acUcares totais (Fig. 3.13). SO para a concentracdo de acido sulfdrico 0,05 N é que a determinacdo de

aclcares redutores foi inferior a dos acguUcares totais devido provavelmente ao maior grau
polimerizacao dos agUcares.

A concentracdo de 4cido teve influéncia na hidrolise dos polissacéridos, havendo inicialmente um
aumento da quantidade relativa de glucose com o aumento da concentra¢do do &cido, apds o que se

observou decréscimo na quantidade de agucares totais com manutencdo da propor¢do de glucose em
cerca de 60% (Fig. 3.14).

30

Agucares (% g eqg,.g bs?)

00505 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Acido sulfurico (N)

Figura 3.14 - Monossacaridos extraidos da biomassa seca de Scenedesmus obliquus em funcdo da
concentracéo de acido sulfurico: glucose (M) e outros (F4).

Neste lote de microalga observou-se aumento do teor em compostos de degradacéo de aglcares com 0
aumento da concentracéo de acido (Fig. 3.15). A semelhanca do observado no ensaio preliminar com
biomassa seca, 0 HMF apenas foi detectado até & concentragdo méaxima de 2 N e a concentracdo de

acido férmico aumentou nos extractos com o decréscimo do teor em glucose.

Também o 4cido propionico so foi detectado para concentrag@es baixas de acido.
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Figura 3.15 - Teor de produtos de degradacdo de acUcares e de acidos volateis nos extractos de

biomassa seca de Scenedesmus obliquus em funcdo da concentragdo de acido (acido

acético (M), acido lactico (), 4cido formico (O), &cido propiénico (), acido butirico
(™) e HMF (B). Os resultados representam a média de dois ensaios independentes.

b) Influéncia da Concentragio de Biomassa

O segundo parametro com influéncia no processo de extraccao de agucares e que foi estudado, foi a
concentracdo de biomassa, com o objectivo de tentar obter extractos com concentraces de agucares

que permitam uma producao sustentavel de etanol.

O lote de microalga utilizado neste ensaio possuia um teor de 31,8 % (g eQg..0 bs) em aclcares
totais, determinado por HAQ.

Com o aumento da concentracdo de biomassa observou-se um aumento da concentracdo de aglcares

totais no hidrolisado com perda de eficiéncia de extraccdo dos agucares (Fig. 3.16).
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Figura 3.16 - Extraccéo de agUcares de biomassa seca de Scenedesmus obliquus hidrolisada em acido
sulfarico 2 N em fun¢do da concentracdo de biomassa. (acUcares totais: M, aclcares
redutores: ¥4). Concentragdo de aglcares no hidrolisado (a) e extraccio de aglcares por
guantidade de biomassa (b).Os resultados representam a média de dois ensaios
independentes.

A extraccio de aglcares foi mais eficiente no ensaio com 50 g.L™ de biomassa, correspondendo a
28,6 % g eqq.g bs™ (89,9% da HAQ). No ensaio com 500 g.L™* de biomassa o teor de aglcares totais
extraidos foi de 23,3 % (g eqq.0 bs™) (73,1% da HAQ) mas o extracto obtido continha a concentracéo

mais elevada de actcares (116 g.L™%).

N&o foram observadas diferencas significativas nas proporgdes relativas de glucose nos extractos
(Fig. 3.17), reconfirmando que, com boa eficiéncia de extracgdo, a glucose representa sempre cerca de

60% do total de monossacéaridos.

Neste caso, a concentracdo de agucares redutores nunca foi superior a concentracdo de acUcares totais

tal como ja se havia observado com biomassa seca para uma concentracdo de 2N.
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Figura 3.17 - Composicdo em glucose (M) e outros agtcares (#).Os resultados representam a média
de dois ensaios independentes.

Com o aumento da concentracdo de biomassa, ocorreu também acumulacdo de produtos de
degradacdo e de acidos volateis (Fig. 3.18). Os valores de concentracdo destes compostos, presentes
no hidrolisado obtido a partir com a maior concentracdo de biomassa, eram da ordem de 2,4 g.L ™ de
4cido acético, 1,52 g.L™* de 4cido lactico, 0,63 g.L™ de &cido propidnico e 2,08 g.L™ de HMF, valores
inferiores as concentragdes a partir das quais foi reportada inibicéo de fermentagdo (Quadro 3.3).
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Figura 3.18 - Teor de produtos de degrada¢do de acucares em funcdo da concentracdo de biomassa:
acido acético (M), acido lactico (&), acido formico (CJ), acido propidnico ((N) e HMF
(.).Os resultados representam a média de dois ensaios independentes.
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Para a producdo sustentavel de etanol é necessario processar uma matéria-prima com um teor em
acUcares superior a 100 g.L™* (50 g.L™" de etanol produzido; ~ 6,5 % v.v'') e por isso a escolha deveré
recair sobre o processo extractivo com maior concentracdo de alga, apesar do nivel de extraccao ser
inferior.

c) Influéncia do Numero de Ciclos de Extraccao de Aglcares da Biomassa

Quando se hidrolisou a biomassa, apenas se procedeu a separacao fisica das 2 fases por centrifugacgéo.
No entanto, poderiam ter restado aglcares na biomassa resultantes da particdo entre as 2 fases. Em
ensaios com reduzidas concentracbes de biomassa, a quantidade de acgUcares retidos ndo sera
relevante, mas em ensaios com concentracGes elevadas de biomassa, poderd haver retencdo de uma
quantidade apreciavel de aglcares. Por isso, os residuos provenientes dos ensaios com variacdo da
concentragdo de biomassa foram sujeitos a cinco ciclos de extrac¢cdo com &gua quente, para avaliar a

quantidade de agucar retida na biomassa. Os resultados encontram-se na Fig 3.19.
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Figura 3.19 - Extraccdo de agUcares com &gua de biomassa tratada com &cido sulfurico 2 N
(Hidrdlise é&cida (H), 18 ([4), 22 (M), 3@ (), 42 (=) e 5* (E) extraccdes). Os
resultados representam a média de dois ensaios independentes.

A extraccdo com agua a quente permitiu recuperar algum aclcar que restava na biomassa, embora em
quantidades muito menores do que na extraccao com acido em que se promoveu 0 ataque da biomassa.
O aumento da concentracdo de biomassa promoveu um aumento na retencdo de acucares devido ao
aumento da &rea de fase solida (Fig. 3.20; Quadro 3.5). No final, a quantidade extraida de todos os

residuos correspondeu ao valor obtido para a hidrdlise acida quantitativa (31,8 % (g eqgy.g bs™).
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Quadro 3.5 — Eficiéncia do numero de ciclos no processo de extrac¢do de aglcares de biomassa seca
de Scenedesmus obliquus com &cido sulfarico 2N (Os resultados representam a média
de ensaios independentes).

Biormassa Extracgéo acida Extraccéo global

QLY AcUcares totais AcUcares totais

(% (g edgu.g bs™)) (% (9 eqgu.gbs™))
20 26,5 28,6
50 28,6 31,6
100 27,0 30,4
150 27,4 31,9
200 27,3 32,8
300 22,3 28,2
400 24,7 32,4
500 23,3 32,8

Tomando como exemplo a hidrélise realizada com 500 g.L™ de biomassa, no hidrolisado é4cido
obtiveram-se 116,5 g qu.u.L'l em agcucares totais (0,58 g eqq, em 5 mL). O sobrenadante da 12
extraccdo deste residuo continha um teor em aglcares totais de 20 g.L™, e o da 5? continha menos de
1 g.L™ Se apenas o 1° extracto, que é o que comporta mais actcar, fosse adicionado ao sobrenadante
da hidrélise duplicar-se-ia o volume e a concentracdo final de aclcar passaria para 70 g.L™. Desta
forma, haveria uma dilui¢do significativa do hidrolisado, que n&o seria vantajosa para o processo de

fermentacao.

3.1.2.4 Remocao de Sulfato de Soluc¢des Concentradas

A concentragdo de acido sulfarico que melhor permitiu extrair os agucares da biomassa foi a 2 N
(ou 1 M), a que corresponde a uma concentracdo de sulfato de 96 g.L™. Esta concentragio excessiva
de sulfato, dificulta o crescimento de leveduras, ainda que tradicionalmente se adicione sulfato ao seu
meio de crescimento normal (sulfato de aménio — 5 g.L™"; sulfato de magnésio heptahidratado —
1 g.L™"). Torna-se assim necessério proceder & sua remocao antes da fermentagdo. A remogéo deste ido
de solucGes por overliming consiste na precipitacdo do sulfato sob a forma de sulfato de célcio
(Ksp = 6,1x10°) e é um processo que permite ainda remover alguns dos produtos toxicos resultantes
da degradacdo de acucares, como o &cido acético e o HMF (Millati et al., 2002; Mohagheghi et al.,
2006).

Neste estudo, e tal como esperado, observou-se que a eficiéncia da remog¢éo de sulfato aumenta com o

aumento da quantidade de hidréxido de célcio adicionada (Quadro 3.6). A reaccdo é bastante rapida
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(Quadro 3.7) mas apds 30 min a concentracao de sulfato residual era ainda muito elevada, apesar de se

ter ultrapassado, em alguns casos, a quantidade estequiométrica (74 g.L™).

Quadro 3.6 - Eficiéncia da remocdo de sulfato de solugdes contendo acido sulfdrico 2N com
diferentes concentragdes de hidroxido de célcio (30min de reac¢do).

Hidroxido de  Sulfato residual Eficiéncia
calcio (g.L™) (gL remocao (%)
57 40,7 57,6
60 35,3 63,2
65 33,7 65,0
80 18,1 81,1
90 10,0 89,6

Quadro 3.7 - Eficiéncia da remog&o de sulfato de solugdes contendo &cido sulfurico 2N por adicéo de
57 g.L™ de hidréxido de célcio

Tempo Sulfato residual Eficiéncia
(gL remocao (%)
15s 40,1 58,3
0,5h 40,7 57,6
1lh 36,1 62,5
19h 31,0 67,7
48 h 24,3 74,7

Também se estudou o efeito do pH inicial da solugdo &cida na eficiéncia da remogéo de sulfato. Para
tal, ajustou-se com hidroxido de sodio o pH a 2,46 e a 4,60, antes da adicdo de 57 g.L™ de hidroxido
de célcio (Quadro 3.8). A neutralizacdo da amostra com hidroxido de sodio afectou severamente a
remogdo de sulfato, possivelmente por ter dificultado a solubilizag&o do hidroxido de célcio necessario

a reaccdo de precipitacdo, e pela formacédo de sulfato de sddio, um composto bastante soltvel.

Quadro 3.8 — Efeito do pH na eficiéncia da remocéo de sulfato de solu¢des contendo acido sulfurico
2N por adicdo de 57 g.L™ de hidréxido de célcio (t=48h)

pH Sulfato residual Eficiéncia

(g.L™h remoc&o (%)
<1 24,3 74,7
2,46 84,3 12,2
4,60 91,7 4,5
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Ao contrario do habitual, a solubilidade do sulfato de calcio diminui com o aumento da temperatura, e
embora a adi¢do de hidroxido de célcio a uma solucdo 4cida seja ja uma reaccdo exotérmica, 0
procedimento de overliming descrito na literatura (Mohagheghi et al., 2006) implica o aguecimento da
solucdo &cida a 50 °C, antes da adicdo do hidréxido de calcio. Foram por isso realizados dois ensaios
com quantidades diferentes de hidroxido de calcio (80 e 90 g.L™), e em que a solucéo inicial de acido

tinha sido previamente aquecida a 50 °C (Fig. 3.20).

Sulfato (g.L 1)

t (h)

Figura3.20 - Remocéo de sulfato por adicio de 80 g.L™ hidrdxido de calcio a temperatura ambiente
(®) e a50°C (O) e de 90 g.L™ & temperatura ambiente (®) e a 50 °C (0J).

Os resultados obtidos (Fig. 3.21) confirmaram o efeito descrito na literatura, pois a remocao de sulfato
foi mais rapida a temperatura inicial de 50 °C do que a temperatura ambiente nos dois casos. Também
neste estudo a remocéo foi mais rapida com a adigao de mais hidroxido de céalcio (90 g.L™): ao fim de
uma hora, praticamente todo o sulfato tinha sido removido (concentragéo residual = 1,8 g.L™). Ao fim
de 3 horas de ensaio, 0 sulfato ja apresentava niveis residuais inferiores a 1 g.L™ nos quatro ensaios.
Estes sdo niveis perfeitamente adequados a uma boa fermentacdo, pois 0 meio sintético

tradicionalmente usado para producéo de etanol contém 4 g.L™" de sulfato.

3.1.2.5 Selecgdo de Leveduras para a Fermentacao Alcoodlica de Aclcares

A andlise por HPLC da composi¢do em aclcares do hidrolisado de Scenedesmus obliquus indicou a
presenca de hexoses (glucose, galactose e/ou manose) e uma pentose (xilose), sendo a glucose o
acucar predominante. Dado que as pentoses ndo sdo, regra geral, fermentaveis pelas leveduras

pertencentes ao genero Saccharomyces, mais adequadas & producdo industrial de etanol (Walfridsson

60



RESULTADOS E DISCUSSAO

et al., 1996; Slininger et al., 1985), tornou-se necessario testar varias leveduras para seleccionar as

mais adequadas fermentacdo do hidrolisado de microalga.

a) Crescimento de Pré-indculos

A inoculacdo de meios para fermentacdo alcodlica é feita usualmente com células em fase exponencial
de crescimento, concentradas, a partir de pré-culturas. Durante a fase exponencial do crescimento de
microrganismos, a taxa de duplicacdo € superior a taxa de morte e por isso a adaptacdo ao meio de

fermentacédo é mais rapida.

De todas as leveduras, cujo crescimento foi caracterizado como descrito na sec¢do 2.3.3.1, a P. stipitis
foi a que apresentou um crescimento mais lento, apesar de ter alcancado no final o0 mesmo valor de
densidade 6ptica que a maior parte das outras leveduras (Fig. 3.21). Ja a K. marxianus, nao s6 foi das
que apresentou um crescimento mais rapido, como também foi a mais eficiente, atingindo uma

concentracdo em biomassa mais elevada (Fig. 3.21; Quadro 3.9).

Quadro 3.9 — Taxa especifica de crescimento e tempo de duplicagdo para as leveduras estudadas, em
pré-culturas com 50 g.L™* de glucose (T=30 °C; 150rpm)

Microrganismo H Ly

(h9) (h)

S. cerevisiae DER24 0,530 131
S. bayanus 0,493 1,41
S. cerevisiae I-uvarum CCMI85 0,516 1,34
S. carlsbergensis ATCC-6269 0,533 1,34
K. marxianus YPCC-2671 0,528 1,31
P. stipitis CBS-181.F 0,466 1,63

No geral, a fase exponencial de crescimento dos microrganismos estudados situou-se entre as 3 e as 11
horas ap6s a inoculagdo do meio de pré-cultura, & excepcao da P. stipitis, cuja fase exponencial teve

inicio as 7 horas e se prolongou até as 24 h apds a inoculagao.

Para a quantificacdo de biomassa produzida foram construidas rectas de calibracdo para a relagdo

densidade Optica a 640nm vs. peso seco de cada uma das culturas (Fig. 3.22).
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Figura 3.21 - Curvas de crescimento de pré-culturas de S. cerevisiae (®), S. bayanus (®), S. uvarum
(A), S. carlshergensis (O), K. marxianus (CJ) e P. stipitis (/) em 50 g.L™ de glucose
(T=30°C; 150 rpm).
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O L) T L T T T T
0 50 100 150 200
Peso seco (mg.L1)
. . Declive da Ordenada na )

Microrganismo . R

recta origem
S. cerevisiae DER24 0,0032 0,0233 0,9938
S. bayanus 0,0032 0,0020 0,9996
S. cerevisiae I-uvarum CCMI85 0,0030 0,0147 0,9984
S. carlsbergensis ATCC-6269 0,0032 - 0,0045 0,9932
K. marxianus YPCC-2671 0,0036 0,0160 0,9997
P. stipitis CBS-181.F 0,0039 0,0215 0,9962

Figura 3.22 - Relacdo entre a D. O. a 640 nm e 0 peso seco de culturas microbianas: S. cerevisiae (®),
S. bayanus (m), S. uvarum (A), S. carlsbergensis (O), K. marxianus (1) e P. stipitis
(A) (50 g.L™ de glucose, T=30 °C; 150rpm).

As espécies pertencentes ao género Saccharomyces apresentaram uma relacéo entre densidade Optica a
640 nm e peso seco muito semelhante, tendo-se observado maior divergéncia com as leveduras K.

marxianus e P. stipitis.
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b) Fermentacdo Alcodlica em Meio Sintético

Sabendo que o hidrolisado de alga pode conter monosacaridos pouco fermentesciveis, como a xilose,
realizaram-se crescimentos com as diferentes leveduras em meio sintético definido (sem qualquer
presenca de factores limitantes e com diferentes fontes de carbono (seccdo 2.3.3.2)), para avaliar qual

0 microrganismo mais adequado para a producdo de etanol a partir de hidrolisados de alga.

Nos crescimentos em meio definido com 100 g.L™ de glucose, a levedura P. stipitis foi a que
apresentou consumo mais elevado e maior produtividade em etanol - 96% do valor méaximo tedrico
(0,51 g EtOH. g glu™ porque se produzem 2 mol de etanol por mol de glucose). As leveduras menos
eficientes foram a S. cerevisiae e a S.carlsbergensis, com uma produtividade de 79% do valor maximo
tedrico. (Fig. 3.23; Quadro 3.10). Foram também realizados ensaios em meio sintético com 64 g.L™ de
glucose e 36 g.L™ de xilose (Fig. 3.24).

Quadro 3.10 — Valores finais das fermentacdes em meio sintético com 100 g.L™ de agucar.

Levedura Fonte de Duracdo Peso SeCOmax AGUCAr resigual Etanol Y
carbono  (h) 9L")  (9equl”) (L") (9EtOH.gglu™)
S. cerevisiae 24 6,20 1,9 38,4 0,404
S. bayanus 24 5,97 1,7 40,9 0,430
S. carlbergensis 24 6,03 3,7 35,1 0,401
S. uvarum Glucose 54 5,76 17 400 0,453
K. marxianus 24 6,69 1,8 41,3 0,463
P. stipitis 84 4,10 0,9 443 0,491
S. cerevisiae 24 4,74 31,7 25,2 0,418
S. bayanus 24 4,72 32,4 26,8 0,450
Glucose
S. uvarum + 24 4,13 30,5 25,3 0,377
S. carlbergensis ()é;]:(;sg) 24 4,53 31,5 25,5 0,422
K. marxianus 24 4,44 28,8 25,2 0,400
P. stipitis 79 3,58 148 25,3 0,329
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Figura 3.23—  Crescimento (a), producdo de etanol (b) e consumo de glucose (c) em culturas
microbianas de S. cerevisiae (®), S. bayanus (®), S. uvarum (A), S. carlsbergensis
(0), K. marxianus (0J) e P. stipitis (A) em meio definido com 100 g.L™ de glucose
(T=30°C; 150rpm).
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Figura 3.24 - Crescimento (a), producdo de etanol (b) e consumo de agucares (c) em culturas
microbianas de S. cerevisiae (®), S. bayanus (®), S. uvarum (A), S. carlsbergensis

(0), K. marxianus (CJ) e P. stipitis (A) em meio definido com 64 g.L™ de glucose e
36 g.L™" de xilose (T=30°C; 150rpm).
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Em meio definido contendo glucose e xilose, as leveduras que apresentaram maiores produtividades
foram a S. bayanus (88% do valor méaximo tedrico), a S. carlsbergensis e a S. cerevisiae (Fig. 3.24;
Quadro 3.10). Estas altimas, atingiram niveis de produtividade de 82%. A levedura P.stipitis, tal como
referido na literatura (Agbogbo et al., 2006), mostrou ser a Unica levedura a conseguir metabolizar
xilose, tendo consumido cerca de metade da concentracdo disponivel. No entanto, a producdo de
etanol foi similar & observada para as restantes (25 g.L ™), apresentando uma produtividade de apenas
0,329 geron.g glu™ (64% do valor tedrico).

De entre todas as leveduras estudadas, a K. marxianus, foi novamente aquela para a qual se observou

maior producéo de biomassa.

Com base neste estudo, as leveduras seleccionadas para os ensaios de fermentacdo de hidrolisados
foram a K. marxianus, a S. bayanus e a S. carlsbergensis, pois apresentaram boas produtividades em
ambos os tipos de meio. Embora a levedura P. stipitis tenha sido a Gnica a metabolizar xilose e tenha
tido a maior produtividade em meio apenas com glucose, as diferencas ndo foram significativas ao
ponto de compensar o elevado tempo de fermentacdo. Sera eventualmente necessario continuar a
procurar uma levedura ou consdrcio que fermente misturas de hexoses e pentoses eficientemente
(Yoon et al., 2003).

Os estudos de ruptura celular realizados implicam a presenca de elevadas concentragdes de sulfato nos
hidrolisados a fermentar. Por esta raz&o realizou-se um ensaio complementar, de fermentacéo por S.

carlsbergensis, com adicéo extra de 20 g.L™ de sulfato.

Os resultados obtidos com suplementacdo do meio com sulfato de sodio, quando comparados com 0s
obtidos no meio normal, mostram que elevadas concentragdes de sulfato tém um efeito nocivo no
processo fermentativo (Quadro 3.11). A concentracdo de sulfato no hidrolisado sera entdo um factor a
ter em conta pelo que, elevadas concentragfes deste ido, indicam a necessidade de destoxificar o
hidrolisado.

Quadro 3.11 — Valores de producdo a diferentes intervalos de tempo de uma fermentagdo com S.
carlsbergensis em meio sintético com 100 g.L™ de glucose e 25 g.L™" de sulfato
(30°C, 150rpm)

Tempo Biomassa Glucose resigua  Etanol
(h) (gL (9L (9L
27 0,51 79 4,0

72 0,73 56 13,0
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3.2 Acompanhamento do Crescimento da Microalga Scenedesmus obliquus

Como j& foi descrito por varios autores, a composi¢do das microalgas varia com as condi¢fes de
crescimento (temperatura, composi¢do do meio, luminosidade etc.) (Converti et al., 2009, Zhila et al.,
2005 KaiXian e Borowitzka 1993, Soeder e Hegenald, 1988, Shelef e Soeder, 1978) .

Com o objectivo de determinar como se poderia obter uma maior quantidade de biomassa microalgal,
com um teor maximo de acUcares, foi estudado o crescimento de Scenedesmus obliquus em dois
fotobiorreactores de coluna de bolhas com diferentes condi¢bes de iluminagdo e nas condicGes
descritas na seccdo 2.3.4. Em ambos os casos, os fotobiorreactores foram inoculados com cerca de 50
mg.L™ de biomassa proveniente de culturas crescidas em fotobiorreactores de 1L.

3.2.1 Fotobiorreactor Interior com lluminacdo Continua

A biomassa de S. obliquus crescida no reactor com iluminacéo continua, atingiu um peso seco maximo
de 0,37 g.L" ao 8° dia ap6s a inoculacdo e apds o qual se observou uma fase estaciondria de 4 d
(Fig. 3.25). A fase de morte da cultura teve inicio no 12° dia de ensaio e prolongou-se
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Figura 3.25 - Crescimento de Scenedesmus obliquus num reactor com iluminagdo continua (
producdo de biomassa (®), consumo de nitrato (®) e variacdo do teor em agucares
totais da biomassa (A)).
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até ao 24 ° (biomassam, = 0,11 g.L™). Durante esta fase a coloracéo verde da cultura tornou-se cada
vez menos predominante e foi substituida por uma coloracdo progressivamente mais castanha-

amarelada.

Ao longo da fase de crescimento observou-se a alcalinizacdo da cultura até valores de pH de 10,6
(Fig. 3.26).
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Figura 3.26 - Evolucdo do pH de uma cultura de Scenedesmus obliquus no reactor com iluminagéo
continua.

Em relagdo ao consumo de nutrientes, e como se pode ver na Fig. 3.27, & excepgdo do nitrato, ndo se
observou deplecdo de nenhum dos outros nutrientes que compdem o meio Bristol, tendo-se registado
consumo de fosfato, que cessou quando o nitrato se esgotou (fosfato resiquar = 49,4 mg.L™). N&o se

verificou qualquer consumo de sulfato ou cloreto.
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Figura 3.27 — Concentracdo de sais no meio de cultura de Scenedesmus obliquus crescida sob
iluminagdo continua: nitrato (®), fosfato (O), cloreto (®) e sulfato (J).
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O teor inicial de acucares, elevado (33 %) por sido utilizado como in6culo uma cultura em fase
estacionaria, diminuiu com o inicio da fase exponencial de crescimento (Fig. 3.25). Os acUcares terdo
sido utilizados para manutencdo do metabolismo celular. Sé a partir do 15° dia, quando a cultura ja se
encontrava em fase de morte, e sem azoto (nitrato) para assegurar fungdes vitais, € que se observou um
aumento significativo no teor de acguUcares da biomassa, tendo-se atingido um teor maximo de
45 % (g eqqu.g bs™) ao 23° dia.

3.2.2 Fotobiorreactor com Ciclo Dia/Noite

A cultura de Scenedesmus obliquus no reactor exterior apresentou duas fases exponenciais de
crescimento. A primeira ocorreu entre o dia de inoculacdo e o0 9° dia, atingindo um valor de peso seco
méximo de 0,38 g.L™ e a segunda ocorreu entre 0 13° e 0 20° dia, tendo atingido um valor de peso
seco maximo de 0,68 g.L™ (Fig. 3.28).

Também neste caso se observou, ao longo da fase de crescimento da biomassa, a alcaliniza¢do do
meio até valores de pH de 10,9 (Fig. 3.29). Quando a cultura entrou em fase de morte o valor de pH

desceu progressivamente.
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Figura 3.29 - Evolucédo do pH da cultura de Scenedesmus obliquus no fotobiorreactor exterior.

71



RESULTADOS E DISCUSSAO

=
2

o
o
1
(

Pesoseco (g.L. )
=]
=

0,2
0 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T
0 5 10 15 20 25 30 35
tempo (d)
200
160

Nitrato (mg.L)
=]
=]

=
=

0 5 10 15 20 25 30 35
tempo (d)
50
40 -

W
=]

Acucares totais
(Yo geqgy,.gbs™)
b
=

[y
=]

0 T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
tempo (d)

Figura 3.28 - Crescimento de Scenedesmus obliquus num reactor exterior com ciclo dia/noite
(producdo de biomassa (®), consumo de nitrato (™) e variacdo do teor em acUcares
totais da biomassa (A)).

72



RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se pode ver na Figura 3.29, a primeira fase exponencial no crescimento da microalga ocorreu
em presenca de nitrato no meio de cultura. Quando este foi totalmente consumido, teve inicio uma
segunda fase de crescimento exponencial. O consumo de nitrato marcou também o inicio da
acumulacdo de acUcares por parte da microalga, que atingiu o seu valor maximo com
24% (g eQgi.g bs™).

O teor em ides cloreto e sulfato ndo variou significativamente, e o consumo de fosfato terminou
guando ocorreu esgotamento do nitrato no meio (Fig. 3.30), tendo permanecido uma concentracdo
residual de 62,5 mg.L™.

tempo (d)

Figura 3.30 - Concentragdo de sais no meio de cultura de Scenedesmus obliquus crescida com ciclo
dia/noite (nitrato (@), fosfato (O), cloreto () e sulfato (LJ)).

A evolucdo dos crescimentos da microalga Scenedesmus obliquus com iluminag&o artificial continua e
ciclo solar dia/noite, foi muito diferente em relacdo ao tempo de crescimento, quantidade de biomassa

produzida e acumulacao de agucares (Figs. 3.27.e 3.29).

Em relagcdo ao crescimento na cultura com iluminacdo continua, apenas se observou uma fase
exponencial entre 0 1° e 0 5° dias (n= 0,489 h™) seguida de um periodo de laténcia curto, tendo
entrado rapidamente em fase de morte mesmo antes do consumo total de nitrato. Ja a cultura exterior
cresceu exponencialmente entre 0 1° e 0 6° dias (1 = 0,407 h™) até & deplecéo de nitrato. Quando este
se esgotou, teve inicio uma segunda fase de crescimento, mais lenta entre 0 13° e 0 20 ° dias(u = 0,057
h™) mas que permitiu duplicar a quantidade de biomassa. A fase estacionaria durou cerca de cinco

dias, apos a qual entrou em fase de morte.
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Encontra-se ja descrito por Bouterfas et al., (2006) que o crescimento de microalgas em ciclo dia/noite
permite maiores producdes de biomassa, tal como observado neste estudo (0,68 g.L™ em ciclo dia-
noite vs 0,37 g.L™ sob iluminacdo continua), pois é na fase escura que o ATP e NADPH
(produzidos durante a fase fotossintética) sdo utilizados para o crescimento e metabolismo da
microalga. Ha ainda varios enzimas envolvidos na fixacdo de dioxido de carbono que estdo inactivos
durante a fase fotossintética, sendo também na fase escura que se forma o cofactor NADP necesséario a
fotossintese. (Bouterfas et al., 2006). E entdo possivel que a iluminacdo continua da cultura tenha
induzido um estado de stress, pois a auséncia de fase escura devera ter reduzido a capacidade da célula
obter carbono e energia, esta Ultima sob a forma de ATP.

No ensaio com iluminagdo continua o consumo de nitrato foi mais lento (10 d) do que no ensaio com
ciclos dia/noite (Figs. 3.27 e 3.29), o0 que podera eventualmente ser explicado pelo facto de as células,
sob stress, terem dificuldade em sintetizar proteina. O consumo rapido de nitrato por esta microalga ja
foi observado noutros estudos (Elmaleh et al., 1998; Krauss e Thomas, 1954), tendo sido descrita a sua
assimilagdo, maioritariamente sob a forma de proteina. Em situages de caréncia deste nutriente pode
mesmo ocorrer libertagdo de azoto para 0 meio, mas ndo na forma de nitrato, ficando este disponivel
para as restantes células, permitindo o seu crescimento. Este mecanismo adequa-se ao observado
experimentalmente no reactor exterior, em que, apds uma primeira fase estacionaria em que se
observou um rapido desaparecimento de nitrato do meio de cultura, houve uma breve fase estacionaria
a que se sucedeu uma segunda fase de crescimento exponencial na auséncia de nitrato.
Simultaneamente, com desaparecimento de nitrato do meio de cultura a microalga tera reduzido o seu
metabolismo, realizando-se a sintese de agucares sem utilizagdo subsequente do carbono para a sintese

de proteinas (Krauss e Thomas, 1954).

Nos resultados obtidos com o reactor com iluminacdo continua (Fig. 3.25), é possivel observar-se que
entre 0 14° e 0 17° dia ocorre um pequeno aumento do peso seco da cultura, coincidente com o periodo
em que o nitrato foi totalmente consumido. Este aumento, ainda que ligeiro, podera ser também uma
manifestacdo do mecanismo acima descrito, mas que, pelo seu estado de debilidade, as células ndo

conseguiram manter.

Relativamente a acumulacdo de acUcares, esta foi superior no reactor com iluminagdo continua (45 %
Vs 24 %). Contudo, devido a maior concentracdo de biomassa no reactor com ciclo dia/noite foi neste
que se produziu mais aglcar (962 mg.L™ vs. 90 mg.L™") durante periodos de tempo similares

(aproximadamente 20 dias).

Em ambos os fotobiorreactores, ocorreu alcalinizacdo da cultura até valores de pH préximos de 11
(Figs. 3.26 e 3.29). A alcalinizacdo do meio de cultura ocorre em varias algas verdes, e esta
relacionado com a dissociagdo do diéxido de carbono na &gua e sua assimilagdo pelo microrganismo.

Quando o dioxido de carbono atmosférico se solubiliza em &gua, origina bicarbonato, que se dissocia
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em carbonato. O carbonato por sua vez é convertido a dioxido de carbono pela microalga durante a
fase escura, ocorrendo a libertacdo de um ido hidroxido devido ao funcionamento da bomba de
diéxido de carbono. As algas verdes sdo capazes de utilizar a energia fotossintética para forcar a
bomba de didxido de carbono a produzir mais ides hidroxido, o que facilita a solubilizacdo e aumento
da concentracdo deste gas no meio de cultura, tornando a fotossintese mais eficiente (Shiraiwa et al.,
1993). Quando os microrganismos iniciam a fase de morte, a libertacdo de iGes hidroxido diminui e o
valor de pH desce, como resultado da dissolu¢cdo do dioxido de carbono na agua, como se observou
nas culturas de Scenedesmus obliquus nos dois fotobiorreactores (Figs. 3.26 e 3.29).

3.3 Processo Global de Produgdo de Etanol a Partir da Microalga Scenedesmus

obliquus

3.3.1 Producéo da Biomassa

A biomassa para os ensaios fermentativos foi produzida numa lagoa fotossintética do tipo raceway,
com 4,5 m® de cultura, mas o seu crescimento foi, tal como esperado para um sistema deste tipo, mais
lento que o observado nos fotobiorreactores, provavelmente devido ao tipo de agitacdo da cultura,
menos turbulenta, que conduziu a que as células tivessem menor acesso a luz solar e ao dioxido de

carbono atmosférico (Fig. 3.31).

Ao longo do crescimento da microalga ndo foi possivel distinguir claramente a ocorréncia das duas
fases exponenciais devido a elevada pluviosidade que diluiu a cultura e cujo efeito se reflectiu em
oscilacdes do peso seco da cultura (Fig. 3.31(1)). Tendo-se partido de um volume inicial de 4,5 m®, a0
15° dia o volume da cultura passou para 10 m® devido a pluviosidade. Optou-se por ndo decantar a
cultura porque isso implicaria a remocéo de nutrientes do meio com consequente redugdo da produgéo
de biomassa. Por evaporagdo, ao 30° dia o volume da lagoa tinha passado para 9 m®, contudo apds
novo periodo de pluviosidade intensa, ao 36° dia 0 volume da lagoa passou para 16m°. Como nesta
altura, o nitrato j4 tinha sido consumido procedeu-se & decantacdo da cultura até um volume de 10 m®.
Entre 0 43 ° dia e 0 50 °, observou-se nova dilui¢do da cultura devido a pluviosidade. A acumulagédo de
acucares ndo pareceu ter sido significativamente afectada e quando o teor estabilizou em cerca de 30%

(53 ° dia), procedeu-se a recolha da biomassa.

75



RESULTADOS E DISCUSSAO

0,5

Pesosec (g.L!)

0 10 20 30 40 50 60
tempo (d)
200
160
L -
op 120
g |
e 80
=
E -
z 40
0
tempo (d)
35
~ 30 - A
g2 254
S T
e = 20
3] 15 4
33 10 A
< i A A
5 4
0 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1

0 10 20 30 40 50 60
tempo (d)

Figura3.31- Crescimento de Scenedesmus obliquus numa lagoa fotossintética (producdo de
biomassa (®), consumo de nitrato (®) e variacdo do teor em acUcares totais na
biomassa (A)).
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Tal como esperado, e a semelhanca do que foi observado nos ensaios em fotobiorreactor, também na
lagoa se verificou alcalinizacdo do meio de cultura (Fig. 3.32), até valores de pH de cerca de
10,8, assim como o esgotamento do nitrato em paralelo com consumo de fosfato
(fosfatoresigua = 15,56 mg.L™) (Fig. 3.33). Embora pareca existir um decréscimo nas concentracdes de

cloreto e sulfato, tal devera ter sido apenas resultante da diluicdo provocada pela pluviosidade.
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Figura 3.32 - Evolugdo do pH da cultura de Scenedesmus obliquus numa lagoa fotossintética do tipo
raceway.

l1do (mg.L1)

Figura3.33-  Concentracdo de sais no meio de cultura de Scenedesmus obliquus cultivada numa
lagoa fotossintética: nitrato (®), fosfato (O), cloreto (®) e sulfato (CJ).

Novamente, a acumulacdo de aglcares pela microalga sé se verificou quando o nitrato foi totalmente

consumido e o valor atingido ao fim de 53 d foi de 30% de acUcares, em peso de biomassa seca. Ao
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longo do crescimento da biomassa, 0 teor em glucose manteve-se proximo de 50%, relativamente ao
teor global de agUcares determinado por HPLC, tendo-se observado ligeiras reducfes nos dias em que
a pluviosidade provocava dilui¢do da cultura (Fig. 3.34). A partir do 36° dia, quando deixou de haver
nitrato no meio de cultura, observou-se um aumento da percentagem relativa de glucose
simultaneamente com o aumento do teor em agucares, 0 que podera indicar a sintese de polimeros

ricos neste monémero, como por exemplo amido, como resposta a escassez de nutrientes.

o
o
1

Glucose (%)

N
o
1
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Figura 3.34 - Variagdo do teor em glucose no total de agucares extraidos ao longo do ciclo de vida
da microalga Scenedesmus obliquus cultivada numa lagoa fotossintética. A linha a
tracejado representa 0s 50 % de glucose.

Ao fim de 53 d, a biomassa foi colhida por decantagfes sucessivas seguidas de centrifugacdo, tendo-se
obtido aproximadamente 16 kg de biomassa himida. Depois de seca a 80 °C até peso constante,

obtiveram-se 4,7 kg de biomassa seca de Scenedesmus obliquus (Fig. 3.35).
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Figura 3.35 — Diferentes fases do cultivo e secagem de Scenedesmus obliquus: a) crescimento em
lagoa fotossintética, b) e c) microalga centrifugada, d) biomassa antes da secagem, €)
biomassa apds a secagem.

3.3.2 Extracc¢do dos Acucares

Para extrac¢do dos acucares foram processados no total 4,5 kg de biomassa seca usando 9 L de acido
sulfarico 2 N, tal como descrito na seccdo 2.3.5.2. A separacdo do hidrolisado foi realizada num
peneiro mas ocorreu uma elevada retencdo de hidrolisado pela biomassa (50%) tendo-se recuperado
somente 1,5 L deste, por cada hidrélise realizada com 1,5 kg de biomassa seca (Fig. 3.36).

79



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 3.36- Fases da extrac¢do de agUcares de biomassa de Scenedesmus obliquus cultivada numa
lagoa fotossintética: biomassa antes da adi¢cdo de acido (a), hidrolisado da biomassa
antes da sua remocdo (b), residuo das hidrolises acidas (c).

3.3.3 Destoxificacio do Hidrolisado

O hidrolisado final, apés remocdo da biomassa residual, apresentava um valor de pH inferior a 1 e
concentracdo final de sulfato de 114 g.L™* pelo que foi necessario proceder & sua destoxificagdo para
criar condi¢des adequadas & fermentacdo ja que um ensaio prévio indicou que a presenca de elevadas

concentragdes de sulfato € nociva para o processo fermentativo (Quadro 3.11).

O primeiro passo consistiu na remogdo do sulfato pela adi¢do de hidréxido de calcio. Este processo
ndo s6 permitiu remover o sulfato por precipitacdo na forma de sulfato de célcio, mas também
neutralizar o &cido por reaccdo com o hidroxido. Embora se tenha verificado na sec¢do 3.1.2.4 que o
aquecimento a 50 °C facilita a precipitacdo do sulfato de calcio, optou-se por realizar a destoxifica¢do
a temperatura ambiente, evitando assim uma eventual degradacéo dos agUcares por ac¢do do calor, tal
como j4 foi descrito por Millati,et al., (2002).

Foi adicionada quantidade estequiométrica de hidréxido de céalcio para remocdo total de sulfato
(88 g.L ™). Contudo, ap6s 0,5 h de reaccdo apenas se tinha conseguido remover 68 % do ido, tendo

permanecido em solugdo uma concentracdo residual de 36 g.L™ (Quadro 3.12).
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Quadro 3.12 — Variagdo do teor ides ao longo do processo de overliming do hidrolisado de microalga
(n.a. — ndo avaliado; n.d.- ndo detectado).

Tempo pH Sulfato  Cloreto Nitrato Fosfato

(h) QL%  (gL? (9L (9L
Hidrolisado 0 <1 114,5 3,9 2,4 36,7
Hidrolisado + Ca(OH),

4 0,5 n.a. 36,1 0,9 0,7 27,2

(88g.L™)
Hidrolisado + Ca(OH),

72h 9,8 7,0 0,4 n.d. n.d.
(107g.L™Y)

Foi entéo adicionado mais hidréxido de célcio, perfazendo uma concentragéo final de 107 g.L™. Apés
2 dias, sob agitacdo constante, atingiu-se um nivel de remocéo de 94 % (concentragéo final = 7,0 g.L™;
pH = 9,8). Na analise por cromatografia ionica verificou-se ter ocorrido, simultaneamente, remocao
total de nitrato e fosfato e reducdo da concentracdo de ido cloreto em 91 %. Este resultado indica que
tera havido precipitacdo de outros ides com a adi¢do do hidroxido de célcio, o que podera justificar a
necessidade de adicionar bastante mais do que a quantidade estequiométrica para remocao do sulfato.

Dado que as leveduras tém alguma tolerancia a sulfato, pois 0 meio de cultura sintético tem uma
concentracdo de 4,04 g.L™ de sulfato (Quadro 2.3), decidiu-se ndo adicionar mais hidroxido de célcio,
considerando que uma concentracdo final de sulfato de 7 g.L™* no hidrolisado nfo constituiria um

factor de grande stress para o crescimento destes microrganismos.

O hidrolisado foi entdo centrifugado para remocao do precipitado. Seguidamente, e dado que o valor
de pH Optimo para a ac¢do fermentativa das leveduras se situa entre 4 e 5, foi necessario ajustar o pH
do meio. Utilizou-se para tal 4cido orto-fosforico, pois dos acidos inorganicos disponiveis seria aquele
gue se pensava ter menos efeito nocivo, ja que as leveduras necessitam de fosfato para incorporar na
molécula de ATP.

A adicéo de acido fosforico foi feita juntando 1 mL de cada vez até um total de 7 mL para se obter um
valor de pH de 5,2. No entanto, a certa altura do processo (pH=6), pareceu estabelecer-se no
hidrolisado um efeito tamp&o que foi ultrapassado com a adi¢do de 0,5 mL.L™ de &cido nitrico. Foi
adicionado apenas o volume minimo necessario de acido nitrico, ja que as leveduras, apesar de
necessitarem de azoto para 0 seu metabolismo, ndo conseguem consumir nitrato (Choudary e
Ramananda 1984). Para evitar também uma acumulagdo excessiva de fosfato no hidrolisado a

fermentar, optou-se por considerar 5,2 como o valor de pH final.
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3.3.4 Fermentacdo do Hidrolisado

As trés leveduras seleccionadas para a fermentacdo do hidrolisado da microalga foram a K. marxianus,
S. bayanus e S. carlsbergensis. O hidrolisado foi inoculado directamente, sem qualquer
suplementacdo, pois este é j& um meio de cultura complexo contendo proteinas, sais e muitos outros
componentes da microalga Scenedesmus obliquus, que foram considerados suficientes para permitir o
decorrer da fermentacdo. Apenas se procedeu a inoculagdo inicial de uma quantidade maior
(300 mg.L™") de levedura recolhida em fase exponencial de crescimento em meio sintético com
glucose, do que a usada nos testes de seleccdo de microrganismos, para garantir a presenca de uma

guantidade adequada de individuos viaveis.

Né&o foi observada fase de laténcia nas fermentacGes realizadas com os trés microrganismos, o que
indicou que, tal como esperado, a suplementagdo do hidrolisado ndo era necesséria, € 0 processo
encontrava-se praticamente terminado ao fim de 24 h, embora sem consumo total de acglcares
(Fig. 3.37; Quadro 3.13).

Quadro 3.13 — Valores finais para as fermentagdes de hidrolisado de Scenedesmus obliquus (T=30°C;

150rpm).
Biomassa seca AcgUCAres resiquais  Etanol Y
Levedura
max (g.L™) (gegguLl™  (g.L") (9EtOH.gglu™)
K. marxianus 4,37 39,0 11,7 0,485
S. carlbergensis 5,26 39,3 11,2 0,466
S. bayanus 4,98 40,5 9,0 0,399

A concentracdo inicial em aglcares do hidrolisado era de 63,2 ¢ qu|u.L'1, bastante mais reduzida do
gue o esperado a partir da analise realizada no final da fase de desenvolvimento da biomassa
microalgal (30% em peso de biomassa seca originaria uma concentracdo em acUcares totais de
150 g.L™) (Figs. 3.31 e 3.37). A reducdo observada podera ter resultado de stress sofrido pelas células
durante o processo de recolha e concentracdo, que ndo foi muito eficiente por ter levado demasiado
tempo, ou ainda porque a biomassa seca ainda se encontrava em aglomerados que a solucéo de &cido

sulfdrico ndo conseguiu atacar eficientemente.

A composicdo deste hidrolisado, detectada em HPLC, indicou a presenca de glucose (23,3 g.L ™),
galactose (5,3 g.L™"), manose (8,0 g.L™), arabinose (2,1 g.L™) e xilose (3,0 g.L™") (Fig. 3.38), num teor
global de 41,6 g.L'l, valor substancialmente inferior ao obtido com analise colorimétrica. Nesta fase
do trabalho foi ja possivel a separacdo efectiva destes acucares, devido a utilizacdo de um outro
aparelho e a compra de uma nova coluna mais eficaz na separacdo de acucares: Aminex HPX-87P,

mas que nao permite a avaliacdo de produtos de degradacédo de agUcares.
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Figura 3.37 - Crescimento (a), producdo de etanol (b) e consumo de agUcares totais (c) em culturas
de S. bayanus (A),S. carlsbergensis () e K. marxianus (@) em hidrolisado de
microalga (T=30°C; 150rpm).

83



RESULTADOS E DISCUSSAO

30,0

i

29,0+

20,0+

1- Gucose - 14,262

15,0+

10,04

3 - Galactossa - 16,4259
4 - Arshinose - 17,837
5- Manos=s - 18,580
G- 21,989

2- Hilose - 15620

mir

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Figura 3.38 - Cromatograma de HPLC da analise de uma amostra de hidrolisado em &cido 2 N de
Scenedesmus obliguus numa coluna Aminex 87P.

Com excepcéo da xilose, todos os outros aglcares detectados sdo referidos por outros autores (Yoon et
al., 2003) como facilmente metabolizaveis por leveduras do tipo Saccharomyces cerevisiae, como € o
caso das S. bayanus e S. carlsbergensis e, na realidade, foi quase isso que se observou (Quadro 3.14):
a glucose e a manose foram completamente fermentadas por qualquer uma das 3 leveduras que, no
entanto, ndo metabolizaram Xxilose ou arabinose, pois sdo pentoses. As leveduras S. carlsbergensis e K.
marxianus, ao contrario da S. bayanus parecem possuir também a capacidade de usar galactose

embora s6 tenham consumido cerca de metade da concentracéo disponivel.

Quadro 3.14 - Concentragdo de agucares determinada por HPLC, apés fermentacdo, no hidrolisado
de Scenedesmus obliquus durante as fermentagfes (T=30°C; 150rpm) (n.d.- ndo
detectado).

Tempo Glucose  Galactose  Manose Arabinose Xilose

Levedura 1 4 1 1 -1
(h) (9.L7) (9.L7) (9.L7) (gL?) (gL7)
) 31 n.d 2,44 0,97 1,88 2,37
K. marxianus
78 n.d. 2,44 1,12 1,95 2,44
) 31 0,04 2,59 0,32 2,06 1,13
S. carlbergensis
78 0,99 2,08 0,67 1,58 2,19
31 1,24 5,07 0,77 1,84 3,12
S. bayanus
78 1,18 3,78 0,89 1,95 2,70
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O processo de fermentacdo alcoodlica do hidrolisado ndo foi, portanto, muito eficiente na conversao
dos aclcares em etanol (Quadro 3.13) tendo-se obtido concentracBes muito baixas de produto
(9,0 — 11,7 g.L™") provavelmente devido & presenca de eventuais produtos toxicos da degradacdo de
aclcares formados durante o processamento. Como se pode ver no Quadro 3.14, o rendimento
méaximo foi atingido com a levedura K. marxianus, que ja se tinha revelado anteriormente como uma

das melhores entre as testadas.

85



RESULTADOS E DISCUSSAO

86



CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

4 CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

A producdo de biocombustiveis a partir de microalgas tem sido estudada como alternativa as
matérias-primas convencionais. Embora a investigacdo nos Gltimos anos se tenha centrado
principalmente sobre a produgdo de biodiesel a partir dos éleos acumulados nas células de
microalga, estes microrganismos tém outras potencialidades neste campo. Este trabalho teve
como objectivo demonstrar a possibilidade de producdo de bioetanol a partir da microalga
Scenedesmus obliquus, optimizando e realizando todo o processo desde a producdo da biomassa a

fermentacdo por leveduras, passando pela extraccdo de agucares.

O crescimento da microalga em fotobiorreactores, sob diferentes condicGes de iluminacdo,
mostrou que a producdo de biomassa é mais eficiente com um ciclo dia/noite, tendo-se atingindo
concentracdes de 0,68 g.L™ em biomassa no fotobioreactor de coluna de bolhas e 0,40 g.L™" na
lagoa fotossintética. Foi observada uma relagdo directa entre o desaparecimento de nitrato e a
acumulacdo de agUcares pela biomassa, embora a caréncia deste nutriente ndo se tenha revelado
prejudicial para o desenvolvimento da cultura. Tal poder-se-a dever & capacidade de mobilizagdo
de azoto, armazenado na forma de proteina, para o crescimento celular e acumulagdo de agUcares.
Foi também observado nesta fase que a proporcéo de glucose aumentou em relacdo aos outros

monossacaridos, o que podera indicar sintese de amido ou outro polimero similar.

Esta microalga tem sido descrita como possuindo um teor de agucares entre 10 e 17 % (m.m™).
Contudo, ao longo deste trabalho, e com boas produtividades em biomassa, extrairam-se agtcares
na ordem de 30 % (m.m™). Foi detectada nos extractos de alga a presenca de galactose, xilose,
arabinose, manose e glucose, sendo esta Gltima o composto dominante cuja concentracao
corresponde a cerca de 60-65 % do total. Do ponto de vista da composi¢do em agulcares, e sendo
as hexoses, e em particular a glucose, os agUcares preferenciais para as leveduras pertencentes ao
género Saccharomyces que sdo as mais utilizadas em fermentacdo industrial, esta microalga

parece ser adequada para ser usada como matéria-prima para a produgéo de bioetanol.

De entre os varios tratamentos estudados, o mais eficaz para extraccdo dos aglcares da biomassa
de Scenedesmus obliquus foi a hidrdlise com acido sulfurico 2 N, em autoclave a 120 °C, durante
30 min. Os métodos fisicos, menos agressivos, revelaram-se ineficientes face a constituicdo da
parede celular desta microalga, que inclui esporopolenina, um composto com elevada resisténcia a
ruptura. A secagem prévia da biomassa também teve um papel determinante na eficiéncia da
hidrélise &cida, tendo aumentado a extracgdo da hidrolise acida em 55 % devido ao

enfraquecimento das fibras de celulose e hemicelulose e da esporopolenina da parede celular.
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A guantidade de biomassa microalgal a utilizar no processo de extrac¢do também se revelou um
parametro critico para que se obtenham hidrolisados com uma concentragdo em acUcares

(> 100 g.L") que permita a producéo sustentavel de bioetanol.

Realizou-se um ensaio de producéo de biomassa de Scenedesmus obliquus & escala piloto (4,5 m?)
em que, apos 53 d, se recolheu 4,7 kg de biomassa que foi posteriormente hidrolisada com &cido
sulfurico. O hidrolisado foi destoxificado, por overliming, e inoculado com leveduras
fermentativas que produziram 9,0 - 11,7 g.L™ de bioetanol sem que se tenha observado consumo
total de acUcares. Este resultado, muito aquém do esperado, resultou provavelmente da demora no
processamento, durante o qual as células em stress de nutrientes terdo usado a sua reserva de
acucares para manter a viabilidade, da presenca de produtos toxicos no hidrolisado e da

incapacidade das leveduras utilizadas para fermentar alguns dos agUcares presentes.

Com os resultados obtidos, a produgdo de etanol a partir da microalga Scenedesmus obliquus
parece talvez um processo pouco eficiente ja que, de uma lagoa com 4,5 m®, que levou cerca de 2
meses a crescer, se conseguiria produzir, em condigdes optimizadas de extracgdo e fermentacdo,

720 g de etanol (912 mL), perspectivando uma produtividade de 288 L.ha™.

Contudo, as vantagens principais da utilizacdo de microalgas residem na rapidez do seu
crescimento face a outras culturas vegetais e na possibilidade de utilizacdo de areas de terreno
sem qualquer outra utilidade, que, aliadas ao desenvolvimento de fotobiorreactores mais
eficientes e baratos, de sistemas adequados para o processamento dos grandes volumes de
biomassa microalgal e a identificacdo de espécies mais produtivas, poderdo tornar realmente as
microalgas numa matéria-prima importante para a inddstria de producéo de biocombustiveis. Este

trabalho foi s6 uma primeira abordagem.

Neste trabalho identificou-se a escassez de nitrato como factor do qual depende a acumulacdo de
acucares nesta espécie de microalga. Ha ainda que estudar outras espécies de microalgas com
maior capacidade de acumulacdo de agucares e o efeito da escassez dos outros nutrientes na

acumulacéo de agUcares e sobrevivéncia celular.

O processamento da biomassa para extrac¢do de agUcares deverd ser optimizado, o que podera
passar pela combinagdo de outros métodos fisicos com o método de hidrolise &cida em autoclave
de modo a reduzir a quantidade de quimico a usar. Outro tipo de abordagens poderdo ser
estudadas para destruicdo das paredes celulares, como a aplicacdo de solventes organicos e a

degradacdo enzimatica.

E necesséario procurar um método que permita monitorizar diaria e facilmente as células de

microalga em relagdo ao teor em aglcares. O desenvolvimento e aplicacdo do método de
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citometria de fluxo, por exemplo, poderd permitir identificar o teor em aclcares sem ser

necessario proceder, a centrifugacao, secagem e posterior hidrélise acida das células.

Por fim, a diversidade de acUcares produzidos pelas microalgas cria a necessidade de encontrar
leveduras ou bactérias que sejam versateis no tipo de substrato utilizado para realizacdo da
fermentacéo alcodlica.
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ANEXO | - REAGENTES QUIMICOS

Os reagentes quimicos utilizados ao longo do trabalho experimental encontram-se discriminados

no Quadro I.1.

Quadro 1.1 — Lista dos reagentes quimicos utilizados ao longo do trabalho experimental

Nome PM Formula Pureza Outras-- Marca | Utilizacdo
Caracteristicas
Acido 3,5-
dinitrossalicilico 228,12 | C;Hs05.H,0 puro -- Merck AR
Acido acetico 60.05 | C;H.0; HPLC > 99,8 % Scharlau | HPLC
glacial grade
Acido borico 61,83 | HsBO, pa > 99 % E'e..de"de' CA
aén
Acido butirico 88.11 | C4Hs0, Purissimo | 99,5 % Fluka HPLC
Acido cloridrico 36,46 |HCI p.a. 37%;--d=--1,19 | Merck RC
Acido formico 46.03 | CH,0, p. a. 98 % MERCK HPLC
Acido lactico 90.08 | C3HgOs p.a 98 % Sigma HPLC
Acido nitrico 63,01 | HNO, pa 6506:--0=1,40 Ef.e.dne"de' DH
Acido orto- 98,00 |HyPO, p.a. 85%;--d=1,71 | Merck DH
fosférico
Acido propidnico 74.08 | C3HgO, p.a. 99 % Sigma HPLC
e 0704 --
Acido sulfirico 98,08 |H,SO, p.a. 3319;4/0 Sigma AT;RC
Agar -- -- -- -- Merck CL
Amido -- (CsH100s5)Nn p.a. -- Merck CL
Arabinose 150.13 | CsHoOs pa 99 % MErck | HPLC
Bacto-peptona -- -- -- -- Cultimed CL
Bicarbonatode | g 7 | NaHCO, pa 99,5% Fluka cl
sodio
Carbonato de sédio | 105,99 | Na,COs3 p.a. 99,5% Fluka Cl
Cloreto de célcio 0 Riedel-de-
dinidratado 147.01 | CaCl,.2H,0 p.a. 99,5 % Hagn CA
Cloreto de cobalto | 129,84 | CoCl, -- -- CA
Fisher- .
Cloreto de sodio 58,44 | NaCl p.a. 99,5% Scientific CA(‘:'ICL
Fluka
g'h'drf)g‘?”"f“fato 136,09 | KH,PO, pa. 99 % Riedel-de- | - p
e potassio Haén
Etanol 46,07 |C,HO p.a. 99,5% Panreac DE
Extracto de Biokar--
- - - - : . CL
levedura Diagnostics

Continuacdo do Quadro I.1.
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Nome PM Formula Pureza Outras-- Marca | Utilizacdo
Caracteristicas
Extracto de malte -- -- -- -- Difco CL
Fe-EDTA 367,05 | C1gH1,N,;NaFeOg purum -- Fluka CA
Fenol 94,11 | C¢HsO p.a. -- Merck AT
Fosfato de potassio | 17, 16|k HpO, pa 99 % Sigma cl
monobésico
Furfural 96.08 | CsH,0, HPLC 99 % Sigma HPLC
grade
D-Glucose anidra 180,16 | CgH 1,04 p.a. 99,5% Pronalab IC—:|I5LC
Hidroxido de calcio | 74,09 | Ca(OH), p.a. 96% E;eeqnel-de- DH
Hidroxido de sédio | 40,04 | NaOH p.a. puro JMS AR
5- HPLC . .
Hidroximetilfurfural | 128 | CeHeOs grade 99% Sigma HPLC
Molibdato de sodio | ;41 g5 | Na,M0O,.2H,0 a 99,5 % Merck CA
dihidratado ’ 2VI0bh-2M p-a. 70
. - p.a -- Merck CA
Nitrato de sédio 84.99 | NaNO; Da. 99.99% Fluka cl
Nitrito de sédio 69,00 | NaNO, p.a. 99 % Fluka Cl
2-Propanol 60,1 |CsHgO p.a. 99% MERCK DE
Sulfato de aménio | 132,14 | (NH),SO, pa 99 % Ef.e.dne"de' cL
Sulfato de cobre 159,60 | CuSO, p.a. 99 % Merck CA
Sulfato de magnésio 0 .
heptahidratado 246,48 | MgS0,.7H,0 p.a. 99 % Merck CA;CL
Sulfato de Riedel-de-
manganés 223 MnSQO,.4H,0 p.a. 99% ) CA
. Haen
tetrahidratado
Sulfato de sédio | 142,04 | Na,SO, na 99,00% Sigma éIR;AT;
Sulfato de zinco 0
heptahidratado 233,47 | ZnS0O,.7H,0 uso geral 99 % BDH CA
Tartarato duplode | 555 53| & 14 KNaOg.4H,0 p.a. 99 % Panreac AR
sodio e potassio
Tiossulfato de sédio | 158,10 Na,S,05 p.a. 99,50% Fluka Cl
. Fins 0 CL,
D-Xilose 150,13 | CsH 1005 biogquimicos 99% Merck HPLC
AR — agUcares redutores Cl — cromatografia ionica HPLC

AT — acucares totais

CA — crescimento de algas

CL — crescimento de leveduras

DE — determinacdo de etanol

RC — ensaios de ruptura celular
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