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RESUMO

A Spirulina platensis se destaca entre as microalgas por ser considerada segura para o consumo
humano. E reconhecida como uma fonte nio convencional de proteinas em fungdo da sua
constituicdo favoravel deste nutriente (46 a 63%), possuindo concentragao superior a das carnes
e da soja. Além disso, apresenta potencial como matéria-prima para a producdo de bioetanol,
podendo apresentar entre 8,0 e 14,0% de carboidratos em cultivos sem a finalidade de acimulo
deste componente. O processo de sacarificacdo e fermentagdo simultdnea (SSF) vem se
destacando na producdo de etanol principalmente devido a um menor consumo de energia,
maior rendimento de etanol, reducao do tempo de processo, menores riscos de contaminagao e
redugdo na inibicdo do produto final. O residuo formado nesse processo apresenta alto teor
proteico e quando hidrolisado obtem biopeptideos que podem ser uma alternativa para serem
incorporados no consumo de alimentos ou ra¢des de animais com maior valor nutritivo, além
da sua capacidade antioxidante. Neste sentido, abrange-se o conceito de Biorrefinarias, no qual
refere-se ao uso das biomassas e seus residuos, utilizando matérias-primas de fontes renovaveis,
de forma integrada e diversificada para a produ¢do de biocombustiveis, produtos quimicos,
energia e outros materiais de interesse no mercado industrial, com a geragao minima de residuos
e de emissdo de gases nocivos. Objetivou-se realizar a SSF da biomassa de Spirulina platensis
e amido de milho para producao de bioetanol e utilizar os residuos do processo para a obten¢ao
de biopeptideos. O trabalho foi dividido em duas etapas, sendo a primeira a producdo de
bioetanol variando a temperatura e as concentracdes de amido de milho e de Spirulina avaliando
a concentracdo de agucares redutores e de etanol durante o processo de SSF. Encontrada a
melhor condi¢do foram avaliadas concentra¢des de enzima de 1, 0,5 e 0,25% para o aumento
de escala na producao de bioetanol. O aumento de escala foi de 10 vez maior e ocorreu em
Biorreator no qual gerou residuo proteico que em uma segunda etapa foi hidrolisado com
enzima protease e avaliado quanto a sua capacidade antioxidante, alteracdes dos grupos
funcionais, estabilidade térmica e massa molecular. A melhor condi¢cdo de produgdo de
bioetanol produziu 73 g.L! de etanol em 30 °C e ao aumentar a escala de producio de bioetanol
utilizando a menor concentragdo de enzima observou-se que o rendimento de bioetanol se
manteve. O residuo apresentou alto teor de proteinas e quando foi submetido a hidrolise obtve-
se alto grau de hidrélise expondo os biopeptideos que apresentaram inibi¢ao do radical ABTS
de 32%. Os resultados de estabilidade térmica revelaram que em relacdo a biomassa de
Spirulina e ao residuo os biopeptideos apresentaram maior estabilidade térmica. A analise de
eletroforese comprovou que as proteinas foram hidrolisadas e os biopeptideos apresentaram
massa molecular menor de 5 kDa, indicando que estes podem ser adionados como um
ingrediente funcional tornando um alimento de alto valor agregado. Diante disso, este estudo
demonstrou que ¢ possivel desenvolver uma biorrefinaria integrada produzindo bioetanol e
utilizando o residuo para a producao biopeptidios no qual ¢ considerado um coproduto de alto
valor agregado podendo ser uma alternativa para serem incorporados no consumo de alimentos
fornecendo funcionalidade e maior valor nutritivo, agregando assim maior viabilidade e
sustentabilidade no processo.

Palavras-chave: Spirulina platensis. Biorrefinaria. Bioetanol. Biopeptideos.






ABSTRACT

Spirulina platensis stands out among microalgae because it is considered safe for human
consumption. It is recognized as an unconventional source of protein, due to its favorable
constitution of this nutrient (46 to 63%), having a higher concentration than meat and soy. In
addition, it presents potential as a raw material for the production of bioethanol, being able to
present between 8.0 and 14.0% of carbohydrates in crops without the purpose of accumulation
of this component. The process of saccharification and simultaneous fermentation (SSF) has
been highlighted in ethanol production mainly due to lower energy consumption, higher ethanol
yield, shorter process time, lower risk of contamination and reduction in inhibition of final
product. The residue formed in this process presents high protein content and when hydrolyzed
it obtains biopeptides that can be an alternative to be incorporated in the consumption of foods
or rations of animals with greater nutritive value, besides its antioxidant capacity. In this sense,
the concept of Biorefineries, which refers to the use of biomass and its residues, using raw
materials from renewable sources, is integrated and diversified for the production of biofuels,
chemicals, energy and other materials of interest in the industrial market, with the minimum
generation of waste and the emission of noxious gases. The objective of this study was to
perform the SSF of Spirulina platensis biomass and corn starch to produce bioethanol and to
use the process residues to obtain biopeptides. The work was divided in two stages, the first one
being the production of bioethanol varying the temperature and the concentrations of corn
starch and Spirulina evaluating the concentration of reducing sugars and ethanol during the SSF
process. The best condition was found to have enzyme concentrations of 1, 0.5 and 0.25% for
the scaling up of bioethanol production. The increase of scale was 10 times higher and occurred
in Bioreactor in which generated protein residue that in a second step was hydrolyzed with
protease enzyme and evaluated for its antioxidant capacity, changes in functional groups,
thermal stability and molecular mass. The best bioethanol production condition produced 73
g.L'! ethanol at 30 °C and by increasing the bioethanol production scale using the lowest
enzyme concentration the bioethanol yield was maintained. The residue presented a high
protein content and when it was submitted to hydrolysis it was obtained a high degree of
hydrolysis exposing the biopeptides that showed inhibition of the ABTS radical of 32%. The
results of thermal stability revealed that in relation to Spirulina biomass and to the residue the
biopeptides presented greater thermal stability. The electrophoresis analysis showed that the
proteins were hydrolyzed and the biopeptides presented molecular mass less than 5 kDa,
indicating that these can be added as a functional ingredient making a food of high added value.
Therefore, this study demonstrated that it is possible to develop an integrated biorefinery
producing bioethanol and using the residue for the production biopeptides in which it is
considered a high value-added co-product and can be an alternative to be incorporated into food
consumption providing functionality and higher nutritional value, thus adding greater viability
and sustainability in the process.

Keywords: Spirulina platensis. Biorefinery. Bioethanol. Biopeptides.






LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Foto microscopica da microalga Spiruling. .............cccceeeeveeecuieenieeeniieeiieeeeeene, 27
Figura 2 - Esquematizagdo do ciclo de uma biorrefinaria. ..........ccccoecuevienenienieneeenieeee 29
Figura 3 - Producdo de etanol a partir de diferentes matérias-primas. ...........cocceevveecueeneennene 30
Figura 4 - Representacao das cadeias de amilose € amilopectina. ..........cceeeevveeeveeenieeeenveennne. 32
Figura 5 - Via metabolica da fermentacao de etanol em S. cerevisiae. ..........ccoccevvevveuennnne. 33

Figura 6 - Representagcdo esquematica da formacdo de uma ligagdo peptidica a partir de dois
aminoacidos com distintas cadeias laterais (Zrupos R). ......cccoeviiiiiiiiiniiiiieiieeee e 40
Figura 7 - Esquema da metodologia experimental. ............ccccvveviiieiiieeiiieeieecee e 43
Figura 8 - Influéncia da concentracao da biomassa de Spirulina na concentragdo de acucares
redutores das enzimas a-amilase € amiloglicosidase............cccveriieiieniieeiiieniieieie e, 59
Figura 9 - Perfil da produgdo de bioetanol e de actcares redutores na SSF para os ensaios
realizados com (a) 5% de amido + 15% Spirulina, (b) 10% de amido + 10% Spirulina e (c) 15%
de amido + 5% Spirulina, respectivamente, na temperatura de 30 °C. .......c.ccoeevveevieeeneeennnen. 61
Figura 10 - Perfil da produgdo de bioetanol e de agucares redutores na SSF para os ensaios
realizados com (a) 5% de amido + 15% Spirulina, (b) 10% de amido + 10% Spirulina e (c) 15%
de amido + 5% Spirulina, respectivamente, na temperatura de 40 °C. .........cccoeevvvevieecreennnnnn. 63
Figura 11 - Perfil da producdo etanol e de agticares redutores na SSF para os ensaios variando
concentracao de enzima, na temperatura de 30 °C.........ccceoviieiiiieeiiieeieeee e 66
Figura 12 - Perfil da produgao etanol e de acticares redutores na SSF para os ensaios realizados
©IM DIOTTEALOT ...ttt ettt ettt eb e bttt sa e sb e et e bt e bt e et e see et es e e ebe e beeatesseebeentenbeenees 68
Figura 13 - Grau de hidrdlise do residuo da producao de bioetanol e obtengao de peptideos. 70
Figura 14 - Porcentagem de inibi¢do do radical ABTS ao longo da hidrolise do residuo da
Producao de DIOCANOL.......cccuiiieiiieeieece e e e eaaeeens 72

Figura 15 - Coeficiente de correlagio (R?) entre o potencial antioxidante e o grau de hidrélise.

Figura 16 - Andlise de FTIR para Spirulina, Residuo e Peptideo. ........cccvvvvvievniieeiieeiiene, 74
Figura 17 - Andlise Termogravimétrica (TGA) da Spirulina sp, residuo e biopeptideos. ....... 76
Figura 18 - SDS-PAGE das proteinas presentes no padrdao, na biomassa da Spirulina (S), no
residuo (R) € N0 biopeptideo (P). ....oeeceiieeiiieeeeeee e e 78






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Componentes da biomassa microalgal e aplicagdes. .........cceeveerreeeiieriienieenieennnennn. 26

Tabela 2 - Variagdo das concentracdes de amido de milho, biomassa de Spirulina ¢ da

1053 00] 0 1G] 1111 ;PR SPPSRP 47
Tabela 3 - Quantidade de cada enzima em relacao a quantidade de carboidrato. .................... 48
Tabela 4 - Caracteriza¢do quimica da biomassa Spirulina sp. LEB 18.........cccooivviiiiiannnnn. 57

Tabela 5 — Atividade enzimatica das enzimas a-amilase e amiloglucosidase em diferentes
SUDSITALOS. ..ttt ettt e b e et e bt e et e bt e sab e e bt e e a b e e bt e eabeeabeeeabeebeeenteenbeenee 58

Tabela 6 - Eficiéncia de hidrolise (EH) da biomassa microalgal de Spirulina com enzimas

AMILOITEICAS. ..ttt ettt et ettt et et e e 60
Tabela 7 - Eficiéncia de Pré-hidrolise (2 h) e eficiéncia de etanol SSF. .........ccceevvvieiveeennenn. 64
Tabela 8 - Eficiéncia de Pré-hidrélise (2 h) e eficiéncia de etanol para os ensaios de
CONCENLIaCA0 A€ CNZIMA. .....uvviiiieiiiiieceitiee e ettt e e eete e e et e e e e et e e e e eeatseeeeeaseeeeeessseeeeennseeeeeannseeaas 67
Tabela 9 — Caracterizagdo quimica do residuo da SSF realizada em biorreator. ..................... 69

Tabela 10 - Calorimetria exploratdria diferencial da Spirulina sp, do residuo e do peptideo..75






SUMARIO

1 INTRODUGAQ ..uuunnincnnsiscnssisscssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
2 REVISAO BIBLIOGRAFIC A......uocueeererncreresesessesssesssessesssessessssessssesaes 25
P2 AT 0 (03 230 N L . N 25
2.1.1 A microal@a Spirtling PlAtENSIS.......eeeeeeueeossuercssuriossrrissssrsssssrosssrossssssssssssssssssssssees 27
2.2 BIOMASSAS E BIORREFINARIA ......ucoviiinninrensinsaissenssesssnsssssasssssssssssssssssssssans 28
2.3 BIOETANOL PELO PROCESSO DE SACARIFICACAO E FERMENTACAO
SIMULTANEA (SSF).euvuevueereresssessessessessessessessessessesssssessasssssessessessessessessessessassssessssssens 31
2.3.1 Enzimas envolvidas na producio de bioetanol........ ceeeessresnessansssanenne 34
2.4 PROTEINAS DE MICROALGAS ..c..ciiuenmcnsssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssss 36
2.4.1 Composicao em Aminoacidos .......ccccceeeeueeeee teeeesssneesssnnesnnsessnnsessansssssnssssasens 37
2.5 PEPTIDIOS BIOATIVOS .....cuoveuereeresressessessessesssssssssssssessssessessessessssssssssessssessesss 38
2.5.1 Fracionamento e caracterizacio dos peptideos bioativos......cccceeeercssuercssunccsaneens 40
2.5, 1.1 PFOTEASE. ........oocoeeeieeeee et et e e et e e et e e e e aaae e e e enaaeeas 41

3 MATERIAL E METODOS.......coveuneeneemnensenssensenssssssssssssssssssssssssasssssasss 40
3.1 MICROALGA SPIRULINA SP...........uucueeu.. ceeeeesstessssnteassateasessssnassassssesans 43
3.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA.....ccoceerreerererssssesnessssssssssessssssesssssssssssesssses 43
3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DAS ENZIMAS
AMILOLITICAS ocovueeeeeeeeeessssessessessessessessessessesssssssssssssssessessessessessessessessessessssssessssesse 44
3.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO
SOBRE A HIDROLISE ENZIMATICA .....ccuiuiusincsnscssasssssssssssssssssssssssssssssssssasssses 45
3.5 PRODUCAO DE BIOETANOL PELO PROCESSO DE SACARIFICACAO E
FERMENTACAQ SIMULTANEA (SSF) u.uvevterueereerseresssssssessessessessessesssssessesessessssosss 46
3.5.1 Microrganismo e preparo do iNOCUIO ......ccceieeveercrcnnicssensssnresseresssessssasssssaneses 46

3.5.2 Sacarificacio e fermentacio simultaneas (SSF)...... .47

3.5.3 Variacio da concentra¢io de enzima para aumento de escala na producao de

|00 T 721 1 11 TN ceeeesseesnessnnssanesane 49
3.5.4 Aumento de escala para a producio de bioetanol.............ccceevereevueicrcunicrcnnnens 49
3.5.5 Calculos de eficiéncia na producio de bioetanol..........cccceceeecercncnercssanressanens 50
3.6 OBTENCAOQO DE BIOPEPTIDEOS ........ooeueeercreresssssessessessessessessessessesssssssssessense 51
3.6.1 Caracterizacdo quimica do reSiduo ........ccoceiecceicssnnecssencssseressesessssssssasssssaseses 51

3.6.2 HidroOliSe ProteiCa ....ceccccercscencssaricssnnessssrssssncssssnsssssesssssssssssssssssssssssssnsassssssses 51



3.6.3 Determinacio do grau de hidrodlise das proteinas ...... -
3.6.4 Avaliacdo do potencial antioxidante pelo método do radical ABTS............ 52

3.6.5 Espectroscopia na regiio do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)cueieuecruecensuncssnssesssnssansssssanssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssns 53

3.6.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e anilise termogavimétrica
(TGA)uiueiuinuinensainserssessansssnsssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssns 53

R T D1 U35 0] 1) Y N 54

3.7 ANALISE ESTATISTICA ..cceuureureunrennensennsenssenssenssesssessssssssssssesssesssesssssssssssssssesss 55

4 RESULTADOS E DISCUSSAQ ....ccureeurinensenscnsensenssssensssssessessssssssssens 57
4.1 ETAPA 1: PRODUCAO DE BIOETANOL ATRAVES DO PROCESSO DE
SACARIFICACAO E FERMENTACAO SILMUTANEAS ....ccoveuueumenmsensenssenscnsaens 57
4.1.1 Caracteriza¢ido quimica da biomassa algal ...........ceevveeevuerseensnecsercseensnecsnnes 57

4.1.2 Atividades das enzimas amiloliticas e a influéncia da concentracao de
substrato sobre a hidrolise microal@al ..........coceevvueevirerensvercsssercssnicssnnscssansssaressanns 58
4.1.3 Sacarificacio e fermentacio silmultinea utilizando biomassa de Spirulina sp
e amido de milho na producio de bioetanol .........ccocveeeceicvnniicicsnnicssssanrccsssnseccssnans 61
4.1.4 Estudo de concentracio de enzima para aumento de escala .........ccceeuveeuneee. 66
4.1.5 Aumento de escala para a producio de bioetanol a partir da biomassa de
Spirulina sp com adi¢do de amido de Milho .......cccevevueeicciirnericcicrnnnicsssnniecssssereccsnnns 68
4.2 ETAPA 2: PRODUCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS A PARTIR DO
RESIDUO DA PRODUCAO DE BIOETANOL UTILIZANDO BIOMASSA DE

SPIRULINA SP ADICIONADA DE AMIDO DE MILHO .....cucoveeneicrensecsuccsensaecsaeens 69
4.2.1 Caracterizacdo quimica do residuo.......c.ccceeeueeeennes ceeeecssnnessnnessssnnesnnnsnns 69

4.2.2 Grau de hIAroliSe ......cceeeuenreiisueiseniseinsenssnecsnensssecssessssesssessssssssessssssssssssasssses 70

4.2.3 Atividade antioXidante ........coeeeveeireiiseensenssnensenssnecsessssecssessssssssessssssssssssesssns 71

4.2.4 Avaliacido de espectroscopia na regiao do infravermelho................c..cuue.... 74

4.2.5 Estabilidade TErmica.......cccuvieviesvecisnrnsenssninsensssncsessssssssnsssssssssessssssssesssssasss 75

4.2.6 Eletroforese .......ccceeevueriseeiseicsuecsencsnensenssnessnnsssesssessssesssessssssssssssassssasnses 77

5 CONCLUSOES ...cutninincnsinsnssissesssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 79
REFERENCIAS ..ccuomiencnnncnsscnsscassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 81
APENDICE A — ARTIGO CIENTIFICO......cuoueeeerereereeeressesssessssessesssessens 93

ANEXOS couooriiiinnninnnensnnsnessnnssseessessssssssssssssssssssssssasssasssssssassssssssssssssssssssasssses 117



23

1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios da sociedade nos proximos séculos ¢ conciliar o crescente
aumento da populacdo com o aumento da oferta por alimentos sauddveis e energia para suprir
as necessidades industriais. Além disso, a qualidade sanitaria, nutricional e funcional dos
alimentos consumidos tem sido buscada diariamente pelos consumidores que em paralelo
também se preocupam com os impactos ambientais causados com os processos de producao e
com o destino final dos residuos.

Nos tultimos anos, discute-se o conceito de refinarias de alimentos a fim de que as
diferentes fontes de biomassa possam ser convertidas em uma variedade de produtos, como
uma alternativa para a redugdo dos custos dos processos e dos produtos, resultando na oferta
para os consumidores atendendo as necessidades desejadas, incluindo a sustentabilidade.

As biomassas renovaveis estdo se destacando como uma fonte de matéria-prima com
grande potencial no conceito das biorrefinarias. No Brasil a producdo de biocombustiveis a
partir de matérias-primas como o milho e a cana-de-agucar ja estdo utilizando este conceito,
cujo o objetivo principal é diminuir o consumo de reservas de combustiveis fosseis, produzir
coprodutos de alto valor agregado e ainda com a utilizacdo dos produtos fornecidos dessas
matérias-primas vegetais ou até mesmo as algais ¢ possivel diminuir os gases do efeito estufa
(GEEs) uma vez que para o crescimento e desenvolvimento destas fontes de matérias-primas ¢é
necessario o didoxido de carbono (CO»).

A microalga Spirulina platensis se destaca como uma biomassa com grande potencial
no conceito das biorrefinarias. Devido aos seus altos teores de proteina ou de carboidrato,
recentemente vem sendo estudada para a producdo de biocombustiveis de terceira geracao, que
quando combinados com a producdo de coprodutos de alto valor agregado, pode se obter
ingredientes funcionais, como os antioxidantes podendo ser aplicados em alimentos (ZHU et
al., 2014; DE OLIVEIRA, 2016).

A terceira geracdo de biocombustiveis a partir de biomassa algal vem sendo indicada
como uma otima alternativa. Nao necessita de grandes areas agricultaveis para sua produgao,
pode se desenvolver em ampla variedade de ambiente, inclusive em &guas residuais, apresenta
alta absorcdo CO; e principalmente ndo compete com a produgdo de alimentos
(SIRAJUNNISA; SURENDHIRAN, 2016).

Um dos avangos mais importantes relacionados ao processo de producdo de bioetanol é
a implementacao e desenvolvimento da sacarificagao e fermentagao simultaneos (SSF), no qual

a degradacdo enzimatica do amido ¢ combinado com a fermentagao da glicose obtida a partir
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da hidroélise dos polissacarideos, tornando o processo com menor consumo de energia, maior
rendimento de etanol, redugdo de tempo de processo, menores riscos de contaminagao e reducao
na inibi¢ao do produto final (CHEN; LI, 2013).

Um fator importante que deve ser levado em consideragdo ¢ que a SSF utilizando
microalgas gera uma grande quantidade de residuo com alto valor proteico, sendo este com
elevado valor comercial. O uso deste coproduto pode ser destinado para a obtengdo de
biopeptidios podendo viabilizar economicamente o processo como um todo.

A industria de alimentos tem interesse em coprodutos, principalmente aqueles que
fornecem funcionalidade aos alimentos, promovendo a saude do consumidor, como os
suplementos dietéticos ou preparagdes farmacéuticas contendo peptideos bioativos
(SANCHEZ-RIVERA et al., 2014). Os peptideos bioativos sio considerados como
componentes de alimentos funcionais podendo exercer atividades reguladoras no organismo
humano, como imunoldgicas, antimicrobianas, antioxidantes, antitromboticas e anti-
hipertensivas (RIZZELLO et al., 2016).

A presente dissertacdo se enquadra na linha de pesquisa de “Processos biotecnologicos
e ndo convencionais na producdo de alimentos e ingredientes”, dentro do projeto de pesquisa
de “Produgdo de alimentos, ingredientes e produtos de interesse industrial por bioprocessos”,
pois a proposta deste estudo foi utilizar a biomassa microalgal de Spirulina platensis e amido
de milho para realizar a producdo de bioetanol e a partir do residuo do processo de SSF foram
obtidos biopeptideos. Este estudo ¢ de grande interesse para a sociedade, contribuindo para
meio ambiente por apresentar opcoes de matérias-primas para a producdo de bioetanol que ao
mesmo tempo poderd utilizar o residuo gerado na etapa do processo de SSF, que possui alto
grau proteico na obtencdo de biopeptideos que podem ser incorporados na alimentacdo humana
de forma a enriquecé-la nutricional e funcionalmente.

Neste contexto o objetivo desta dissertagdo foi realizar a SSF da biomassa de Spirulina
platensis e amido de milho para produgdo de bioetanol e utilizar os residuos do processo para
a obtencdo de biopeptideos. Tendo como objetivos especificos: a) avaliar a concentracdo de
subtrato para o processo de sacarificagdo e fermentacdo simultanea (SSF); b) avaliar os
percentuais de Spirulina e amido de milho e de temperatura no processo de SSF; c) verificar a
melhor concetragdo de enzima para aumento de escala; d) aumentar de escala a producgao de
bioetanol; e) avaliar a eficiécia da pré-hirolise e do bioetanol obtido do processo de SSF; f)
produzir hidrolisados proteicos a partir do residuo formado; g) avaliar a atividade antioxidante,

estabilidade térmica e massa molecular dos biopeptideos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

As algas podem ser classificadas em microalgas ¢ macroalgas. As microalgas sio
organismos unicelulares, autotroficos, que utilizam a luz solar, a 4gua e o CO; atmosférico para
o seu crescimento (KROGER; MULLER, 2012).

As microalgas possuem vantagens quando comparadas com as macroalgas. Elas
possuem maior produtividade de agucar, devido, principalmente, ao rapido crescimento celular.
Além disso, o principal monossacarideo derivado dos carboidratos dos seres microscopicos € a
glicose. Ja nas macroalgas encontram-se alginato ¢ manitol, os quais, sao mais dificeis de
fermentar, sendo mais desafiador converter macroalgas em etanol (HO et al., 2013).

Em contraste com as plantas aquaticas, as microalgas ndo tém embrides, raizes, caules
e folhas reais. Elas tém a competéncia para usar agua, luz solar e CO» para sintetizar a biomassa
através da fotossintese (ZHU, 2015). O que podera afetar a obten¢do da biomassa e de produtos
metabodlicos das microalgas sdo interagdes entre fatores biologicos, fisicos e quimicos
(FALKOWSKI; RAVEN, 1997). Em condigdes 6timas para seu crescimento, as microalgas se
desenvolvem abundantemente e sdo capazes de normalmente dobrar a biomassa dentro de 24
h, ou até em 3,5 h na fase de crescimento exponencial (CHISTIL, 2007).

A produgao de biomassa de microalgas pode ser realizada em diversos sistemas, com
volume variando desde mililitros até bilhdes de litros. As microalgas sao cultivadas em sistemas
fechados ou abertos, que s3o aerados ou expostos ao ar para permitir que as cepas capturem
CO; da atmosfera para crescimento celular (MORALIS, 2015). A forma mais simples sdo os
sistemas abertos de cultivo, sendo os mais conhecidos as lagoas abertas rasas e os raceways,
nestes sdao adicionados nutrientes para o inicio dos cultivos. Estes sdo mais utilizados por se
caracterizarem como uma forma mais barata de implantagdo, porém apresentam baixo
rendimento de produgdo devido a dificuldades em se controlar parametros como: temperatura,
luminescéncia entre outros (HUNDT; REDDY, 2011). Os sistemas de cultivo fechado sdo
constituidos por fotobiorreatores em uma matriz de tubos transparentes expostos a luz e neste
¢ adicionado de forma constante uma fonte de diéxido de carbono e nutrientes. Este sistema ¢
muito utilizado em industrias, onde o didxido de carbono ¢ produzido em outros processos e
posteriormente incorporado ao sistema (LOERA-QUEZADA; OLGUIN, 2010).

O cultivo de microalgas pode ser realizado em qualquer estagdo do ano, pois esses

microrganismos toleram grandes variagdes de temperatura para seu cultivo. Além disso, podem
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crescer utilizando o COz, como Unica fonte de carbono pelo metabolismo autotréfico, ou utilizar
fontes de carbono orgéanicas, como glicose e glicerol pelo metabolismo heterotrofico
(ANDRADE; COSTA, 2008).

A biomassa de microalgas ¢ composta de trés componentes principais: proteinas,
carboidratos e lipidios (JEGATHESE; FARID, 2014). Devido a estes componentes ¢ dos
subprodutos destes, a biomassa de microalgas esta sendo cada vez mais estudadas por varios

pesquisadores devido a sua variabilidade de aplicagdo como estd demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Componentes da biomassa microalgal e aplicagdes.

Componentes Aplicagoes Microalga Referéncia
Aminoacidos Nutrigdo Humana e Animal, Chlorellae  BATISTA etal.,
e Proteinas Antioxidantes Spirulina (2013)
MARGARITES,
Bioetanol, Bioplasticos, Blocos Chlorella e (2014);
Carboidratos )
construtores Quimicos Spirulina MORRENO et
al., (2015)
Biodiesel e Bioquerosene,
. ) SURENDHIRA
Lipideos Biossurfactantes, Lubrificantes Chlorella
Netal, (2014)
Polimeros

Biogas e energia, Fertilizantes,

. COSTA et al,,
Biomassa Biofixacdo de CO: e tratamento de Spirulina
(2008)
efluentes
Nutricdo Humana e animal,
REDDY et al.,
Pigmentos Biomédica (corantes) Exemplos: Spirulina (2003)
Ficocianina, Astaxantina, Cataxantina
Acidos graxos ‘ ‘ SAJILATA;
Nutrigdo Humana e Animal,
poli- ) Spirulina SINGHAL;
Cosméticos
insaturados KAMAT, (2008)

Além desse potencial energético, as microalgas possuem um potencial para a redugdo
dos gases responsaveis pelo efeito estufa devido ao sequestro de CO». A partir desta matéria-
prima existe um potencial de se obter rendimentos mais elevados na sintese de biodiesel e
bioetanol comparado as outras diversas matérias-primas, proporcionando reducdo de cerca de

25% dos custos de producao.
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2.1.1 A microalga Spirulina platensis

Os primeiros relatos do uso da Spirulina na alimentacdo datam da pré-historia, a partir
da informacao de que tribos de cagadores coletavam massas gelatinosas de algas verde-azuladas
e as consumiam cruas ou cozidas. Para enriquecer suas dietas, também consumiam algas
filamentosas coletadas em lagos alcalinos, as quais sdo conhecidas como sendo do género
Spirulina (RICHMOND, 1990).

Desde 1981 a microalga Spirulina foi legalmente aceita pelo FDA (Food Drug
Administration), como sendo fonte de proteinas, vitaminas e minerais, podendo ser legalmente
comercializada como alimento ou complemento alimentar desde que precisamente qualificada,
livre de contaminantes e de adulteracao (FOX, 1996).

A Spirulina ou também chamada de Arthrospira, (Figura 1) pertence ao reino Bactéria,
divisdo Cianobactéria, da classe Cianoficea e da familia Oscillatoriaceae de cor verde azulada
(TORTORA et al., 2007). Apresenta forma de tricomas cilindricos multicelulares, com 1 a 12
mm de didmetro, e se dispde na forma espiralada, com até 1 mm de comprimento. Através da
fotossintese, a Spirulina converte os nutrientes do meio em material celular, liberando oxigénio
(TOMASELLLI, 1997). As microalgas sdo de caracteristicas fotoautotrdfica, ou seja, utilizam
energia luminosa na fotossintese para o seu proprio desenvolvimento, no entanto estudos
reportam o crescimento de algumas espécies de Spirulina em cultivos mixotroficos e
heterotroficos, os quais utilizam fontes organicas de carbono (CHOJNACKA; NOWORYTA,
2004).

Figura 1 - Foto microscépica da microalga Spirulina.

Fonte: Lundquist et al., (2010).

A composi¢do centesimal da Spirulina platensis é variavel, depende das condi¢des de
cultivo, mas em base seca, geralmente apresenta elevado teor proteico (46% a 63%),

carboidratos (8% a 14%) e lipidios (4% a 9%) (BECKER, 2007).
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As proteinas da microalga Spirulina contém todos os aminoacidos essenciais (leucina,
isoleusina, lisina, metionina, treonina, triptofano, fenilalanina e valina) que representam 47%
do peso total das proteinas (DILLON et al., 1995).

Esta espécie € rica em vitaminas A, na forma de betacaroteno; vitamina C; vitaminas do
grupo B (particularmente a vitamina B12); o 4cido félico e vitamina E. A microalga também
contém varios pigmentos, tais como B-caroteno, ficocianina, clorofila, responsaveis pela acao
antioxidante com efeitos significativos na eliminagao de radicais livres e polissacarideos (CHU
et al., 2010; ESTRADA et al., 2001). Além do alto valor nutricional, a Spirulina também tem
efeito biologico, imune, anti-viral e propriedades anti-cancer (KHAN, 2005).

O uso de microalgas, assim como a Spirulina, ¢ legalmente autorizado como
complemento alimentar na Europa, Japdo e Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug
Administration), sem efeitos toxicos ao organismo (BELAY et al., 1993), pois ¢ classificada
como GRAS (Generally Recognized as Safe), garantindo o uso nas areas de alimentos,
farmacéutica, médica e nutricao animal (MENDONCA; DRUZIAN; NUNES, 2012).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria) permite a
comercializagdo de Spirulina desde que o produto final no qual a microalga tenha sido
adicionada, seja isolada ou em mistura, esteja devidamente registrado e se enquadre nas
categorias de alimentos com alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saude ou substancias
bioativas, além disso, deve apresentar especificagdes dos ingredientes, incluindo a identificagao
da espécie de alga e seu local de cultivo (ANVISA, 2009).

A Biomass Algae Organization tem reportado seiscentas empresas nos Estados Unidos
focadas no desenvolvimento de produtos de microalgas. Simultaneamente, o governo investe a
cada ano no desenvolvimento de novas energias a partir destes organismos. A cianobactéria
Spirulina tem uma produ¢ao mundial anual de 3.000 toneladas de biomassa em massa seca, € a
partir desta biomassa, sdo gerados cosméticos e produtos de consumo humano e animal; outro
produto que gera grande lucro é o dmega-3, vendido a valores acima de 160 US$/kg (OILGAE,
2015).

2.2 BIOMASSAS E BIORREFINARIA

As necessidades de reduzir as emissdes de gases do efeito estufa e de buscar a
sustentabilidade na produgdo de energia e combustiveis fazem com que a utilizacdo de
biomassas para esses fins se torne uma op¢do interessante. As biomassas se utilizadas

eficientemente passam a ser de grande importancia, ¢ ¢ neste ambito que o conceito de
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biorrefinaria se aplica (GHATAK, 2011). O termo biorrefinaria ¢ relativamente novo,
referindo-se ao uso das biomassas e seus residuos, portanto matérias-primas de fontes
renovaveis, de forma integrada e diversificada para a producdo de combustiveis, produtos
quimicos, energia e outros materiais de interesse no mercado industrial, com a geracdo minima
de residuos e emissdes de gases nocivos.

Uma biorrefinaria pode ser uma instalacdo industrial ou até mesmo um processo, que
tem como caracteristica o processamento de biomassa com a geragdo de produtos ou materiais
energéticos (IEA, 2009). Operando com o objetivo do desenvolvimento sustentdvel haveria
geragdo nula de residuos, assim, o que seria residuo de uma linha de processamento passa a ser
matéria-prima para outros processos, permitindo a total utilizagdo dos componentes da
biomassa (CHERUBINI, 2010). As instalacdes de uma biorrefinaria de processamento podem
converter sustentavelmente a biomassa ou seus residuos em varios produtos: energia, insumos
quimicos, biocombustivel, biomateriais e quimicos que podem ser aplicados em uma vasta area
industrial.

A Figura 2 apresenta um esquema simplificado do ciclo de materiais e energia em uma
biorrefinaria.

Figura 2 - Esquematizagdo do ciclo de uma biorrefinaria.

B -
Fonte: ASSUNCAO, 2010.

As fontes renovaveis de matérias-primas ricas em carbono para as biorrefinarias provém
de cinco setores diferentes: agricola (lavouras dedicadas e residuos); aquicola (algas); florestal
(residuos); industrial (sobras e residuos dos processos) e domiciliar (esgoto e residuos so6lidos

do municipio) (KAMM; KAMM, 2004).
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Uma biorrefinaria de algas apresenta diversas vantagens, como alta eficiéncia
fotossintética, ndo-competicdo para lavouras e tolerdncia a aguas residuais durante o cultivo
(ZHU; KETOLA, 2012). Além de apresentarem uma das fontes renovaveis mais promissoras
pela sua capacidade de captura do CO; atmosférico durante a fotossintese.

A producdo de bioetanol por microalgas pode ser realizada, por trés rotas:(i) A primeira
¢ a forma mais comum, a biomassa ¢ exposta a uma hidrélise enzimatica e posterior
fermentagdo com leveduras. (ii) A segunda maneira ¢ caracterizada por utilizar vias metabdlicas
em condic¢des escuras, similares a producdo de biohidrogénio. (iii) A terceira forma ¢ a foto
fermentacdo, definida como um mecanismo natural que realiza a conversao de luz solar e
produtos fermentaveis, através de uma via metabdlica de grande eficiéncia. Esta maneira ¢ a
menos utilizada e estudada, necessitando assim de mais estudos e otimizagdes dos processos,
como o uso de engenharia metabolica e genética para redirecionar as vias bioquimicas
existentes nas microalgas e ser mais eficiente na produgdo (SILVA; BERTUCCO, 2016).

Assim, a biomassa de microalgas pode ser empregada em um contexto de biorrefinaria,
porém ainda se encontra em fase inicial de desenvolvimento a producdo de bioetanol algal
devido a limitacdes como a colheita, quantidade significativa de carboidratos, alta
produtividade, custo de producao e aumento de escala (KUMAR; SINGH, 2019).

Em contrapartida, as fontes de matérias-primas para o bioetanol de primeira geragao
(Figura 3) ja estdo bem consolidadas se encaixando em um contexto de biorrefinaria. Segundo
dados EERE em 2018 os Estados Unidos e o Brasil produziram 85% do etanol mundial. A
grande maioria do etanol dos EUA ¢ produzida a partir do milho, enquanto o Brasil usa
principalmente a cana-de-agiicar (KUMAR; SINGH, 2019).

A Figura 3 apresentada a classificagdo dos biocombustiveis de acordo com a fonte de

matéria-prima utilizada na produgao.

Figura 3 - Producdo de etanol a partir de diferentes matérias-primas.

PRODUCAO DE ETANOL
I I
RIMEIRA GERACA SEGUNDA {;%%i%%
Fermentagdo do amido do GERACAO Fermentacdo dos
trigo, milho, batata, e fia Fermentacio de carboidratos presente
sacarose da cana-de-agucar materiais em algas (micro e
e beterraba. lignocelulosicos. macroalgas).

Fonte: Adaptado de SIRAJUNNISA; SURENDHIRAN, (2016).
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A matéria-prima de segunda geracdo sdo alguns tipos de biomassa lignoceluldsica como
palha, bagaco de cana, madeira, residuos agricolas e industriais. Os principais constituintes dos
materiais lignoceluldsicos sao celulose, hemicelulose, lignina, extratos e cinzas. E os chamados
de terceira geracdo, utilizam como matérias-primas fontes antes nunca exploradas, como por
exemplo, as microalgas (SIRAJUNNISA; SURENDHIRAN, 2016).

As justificativas para a produgdo de biocombustiveis microalgais em relacao as demais
fontes de biomassa € que o bioetanol de terceira geracao pode ser realizado em terras com baixo
potencial agricola, ndo afetam o fornecimento de alimento; consomem menos dgua que outros
cultivos; podem crescer em diferentes ambientes, improprios para outras espécies; podem ser
cultivadas usando aguas residuais liberadas por diferentes industrias; tem o potencial de

produzir coprodutos de alto valor (SIRAJUNNISA; SURENDHIRAN, 2016).

2.3 BIOETANOL PELO PROCESSO DE SACARIFICACAO E FERMENTACAO
SIMULTANEAS (SSF)

Uma limitagdo da producdo de bioetanol através de carboidratos microalgais e
biomassas amilaceas € que as leveduras podem fermentar somente agticares simples, tais como
glicose, frutose, entre outros. Logo, os carboidratos tém primeiro de ser hidrolisados
(sacarificados) para acucares simples, de modo que possam ser fermentados pelas leveduras
(TASIC et al., 2009).

Os polissacarideos na biomassa de microalgas e de amilaceos sao principalmente amido
e celulose (com a auséncia de lignina), assim eles sdo mais facilmente hidrolisados em
monossacarideos do que outros materiais lignocelulosicos (HO et al, 2013).

O amido (Figura 4), ¢ um homopolissacarideo ramificado de unidades D-glicose,
constituido por duas porg¢des distintas, sendo: a- amilose, que € um polimero linear no qual as
moléculas de glicose encontram-se unidas por ligacdes do tipo a-1,4 entre as unidades de
glicose e que corresponde tipicamente a 15-30 % da massa total do amido; e a amilopectina,
que representa a regido ramificada do amido, devido a presenca de ligacdes do tipo a-1,6

(CORRADINI et al., 2005).
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Figura 4 - Representacgdo das cadeias de amilose e amilopectina.
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Fonte: Adaptado de MURPHY (2000) e CASTRO et al., (2011).

A hidrolise ou sacarificagdo sdo procedimentos que realizam a conversdao dos amidos
presentes na biomassa em aglcares mais simples, visto que os amidos s3o estruturas mais
complexas e menos acessiveis aos microrganismos que irdo realizar a fermentagdo como
processo subsequente. A sacarificacdo geralmente ¢ caracterizada por um passo que limita a
velocidade de producao de biocombustiveis. A hidrolise dos polissacarideos pode ser realizada
de duas principais formas: a hidrolise quimica e hidrolise enzimatica (SCIPIONI, 2011).

Embora a hidrélise quimica (4cida ou alcalina) seja mais rapida, mais facil e mais barata
do que outros tipos de hidrélise, as condi¢des acidas podem levar a decomposigao dos acticares
em compostos indesejados que inibem a fermentacdo realizada no processo seguinte de
producdo (MOXLEY; ZHANG, 2007; GIRIO et al., 2010; HARUN et al., 2010).

Em contrapartida a hidrolise enzimatica estd sendo muito utilizada pelas indistrias na
producao de etanol a partir de amildceos. A caracteristica mais importante da catélise
enzimatica ¢ sua especificidade, muito maior do que a da catalise quimica, quanto a reagdo e
quanto ao substrato (CINELLI, 2012).

Apos sacarificada a biomasssa, a fermentagdo alcodlica ocorrerd no interior de
microrganismos capazes de converter aglicares assimilaveis em etanol, através de uma série de
reacdes bioquimicas, reguladas enzimaticamente (MATSUDO et al., 2011).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um anaerobio facultativo, tem a habilidade de
se ajustar metabolicamente, tanto em condi¢cdes de aerobiose como de anaerobiose, atuando

como um agente fermentador. Os produtos finais da metaboliza¢do do agucar irdo depender das
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condi¢des ambientais em que a levedura se encontra. Enquanto em aerobiose, uma por¢ao do
acucar ¢ transformada em biomassa, CO2, H>O e outras substancias organicas; em anaerobiose,
a maior parte ¢ convertida em etanol e CO», processo denominado fermentagdo alcodlica. Os
carboidratos considerados substratos para a fermentagcdo, tanto podem ser enddgenos
(constituintes da levedura, como glicogénio e trealose) como exogenos (sacarose, glicose,
frutose e outros), estes ultimos fornecidos a levedura (LIMA et al., 2001).

A principal via metabolica envolvida na producdo do etanol em leveduras ¢ a via
glicolitica (Embden-Meyerhof): uma sequéncia de reagcdes catalisadas por enzimas, em que para
cada molécula de glicose metabolizada, duas moléculas de piruvato sdao produzidas no

citoplasma da célula (Figura 5), (BAI et al., 2008).

Figura 5 - Via metabolica da fermentacdo de etanol em S. cerevisiae.
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Fonte: BAI et al., (2008).

A produgdo de bioetanol podem ser realizadas de formas diferentes: pela Sacarificacao
e Fermentacgdo Separadas (SHF sigla em inglés Separate Hydrolysis and Fermentation) na qual
as etapas de sacarificacdo e fermentagcdo sdo realizadas separadamente, em temperaturas

distintas e favoraveis para cada processo, 45-50 °C para hidrélise e cerca de 30-32 °C para
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fermentacdo (BRETHAUTER; WYMAN, 2010) e ao contrario da SHF, na Sacarificagao e
Fermentacdo Simultdnea (SSF sigla em inglés Simultaneous Saccharification and
Fermentation), a hidrolise e a fermenta¢do ocorrem simultaneamente em uma Unica etapa no
mesmo reator (GAUSS., 1976; NIKOLIC et al., 2010).

A utilizagdo do processo de SSF vem se destacando frente a SHF, principalmente devido
a um menor consumo de energia, maior rendimento de etanol, redugao do tempo de processo,
menores riscos de contaminagao e reducdo na inibi¢ao do produto final (MOJOVIC et al., 2006;
MARQUES et al., 2008; LOACES et al., 2017).

No entanto, as principais limitagdes do processo SSF sdo as diferentes temperaturas que
ocorrem na hidrélise enzimatica da biomassa (45-50 °C) e os microrganismos da fermentagao
que atuam em temperaturas mais baixas em relacdo ao processo de hidrolise enzimatica (30
°C).

Akhtar et al. (2017) estudaram a producao de etanol com palha de arroz utilizando SSF
com uma enzima celulase parcialmente estabilizada de B. subtilis NA15, onde o rendimento
6timo de etanol (0,38 g/g), foi obtido a pH 4,5 e 30 °C com carga de substrato de 11% (p/v) na
presenca de concentragdo de enzima a 0,5% (v/v) e volume de indculo de 8% (v/v) apds 24 h.

Estudos realizados por Loaces et al. (2017) com SHF e SSF testadas para a producao de
etanol a partir de Arundo donax (cana-do-reino), utilizando a cepa de Escherichia coli ET04 e
enzimas comerciais, obtiveram 24 e 25 g.L! de etanol em SHF e SSF respectivamente.

Estudos recentes através da engenharia genética e metabdlica tem demonstrado o uso
de leveduras termotolerantes que podem sofrer fermentacdo a temperaturas acima de 40 °C
sendo alternativas adequadas para desenvolver o processo de SSF (BENJAPHOKEE et al.,
2012).

2.3.1 Enzimas envolvidas na producao de bioetanol

A area de biocombustiveis, bem como as de alimentos, farmacéutica, ambiental e de
quimica fina, tem impulsionado o estudo no desenvolvimento de pesquisas relacionadas a
catalise enzimatica, imobilizacdo enzimatica, visando a compreensdo da estabilidade, estrutura
e mecanismos de a¢do das enzimas (CINELLI, 2012).

Dentre as enzimas industriais, as amilases estao entre as mais importantes, apresentando
grande importancia biotecnoldgica, representando 25% do mercado mundial de enzimas

(BORGIO, 2011; KUMAR; SAHAI e BISARIA, 2012).



35

As amilases pertencem a classe das hidrolases e catalisam a hidrélise do amido e seus
derivados, liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e pequenos polimeros compostos
de unidades de glicose (GUPTA et al., 2003; GUANDALINI, 2007).

Os fatores que tornam atrativos o uso dessa enzima sdo a alta especificidade, condi¢des
suaves de reacdo exigidas, termoestabilidade, facil manipulagdo dos microrganismos
produtores da enzima e elevada produtividade (SEN et al., 2014; KUMAR et al., 2013).

As principais fontes de obtencdo da alfa-amilase comercial sdo a partir dos
microrganismos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis, e sendo também produzida via microrganismos recombinantes
como: Thermoactinomyces sp. (doador do gene) e, como organismo hospedeiro, Bacillus
amyloliquefaciens (BON et al., 2008).

No processo de hidrélise enzimatica do amido, a alfa-amilase ¢ responsavel pela
liquefagdao do material, sendo otimizada em condigdes de 90 °C de temperatura e com pH 7,
liberando os compostos para sacarificagao e posterior fermentacao etandlica (TALEKAR et al.,
2013; WARREN et al., 2011; WOLT; KARAMAN, 2007).

A enzima amiloglucoamilase ou amiloglicosidase também € obtida por microrganismos,
em seu formato comercial, sendo os principais: Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Rhizopus
niveus e Rhizopus oryzae (BON et al., 2008).

As enzimas amiloliticas atuam sinergicamente sobre seu substrato de agdo, o amido,
degradando este polissacarideo em oligossacarideos e glicose. Desta forma sdo necessarias
diversas enzimas agindo em conjunto para converter completamente o amido em glicose. As
enzimas amiloliticas da classe das hidrolases podem ser classificadas em trés grupos (VAN
DER MAAREL et al., 2002; [IUBMB, 2017):

a) Endoamilases: catalisam a hidrélise de ligagdes a-1,4 no interior do polimero de
forma randomica, gerando oligossacarideos lineares e ramificados. Dentre estas, a mais
conhecida e a a-amilase (EC 3.2.1.1.). Os produtos finais de hidrélise da o-amilase sdo
oligossacarideos com comprimento varidvel e uma configuracdo o, a partir de seu ataque
randomico a moléculas com pelo menos trés unidades de glicose.

b) Exoamilases: agem nas extremidades das cadeias de amilose e amilopectina
catalisando a hidrélise tanto exclusivamente sobre ligacdes a-1,4, quanto sobre ligagdes a-1,4

e a-1,6. Entre as principais pode-se citar:
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i. A B-amilase (EC 3.2.1.2) atua somente sobre liga¢des a-1,4, a partir de terminais ndo
redutores das cadeias, e o principal produto de hidrdlise liberado e a f-maltose (dissacarideo de
glicose);

ii. A glucoamilase (EC 3.2.1.3), cujo nome sistematico e glucana 1,4-a-glicosidase,
também denominada 1,4-0-D glucanaglucohidrolase, amiloglucosidase, exo-1,4-a-glicosidase,
maltase acida e a-amilase lisossdmica, atua sobre ligagdes a-1,4, liberando unidades de glicose
dos terminais ndo redutores das cadeias. Possui também capacidade de atuar sobre ligagdes a-
1,6;

iii. A a-glicosidase (EC 3.2.1.20), também conhecida como maltase, glicoinvertase,
glicoseidosucrase, glucoamilase-maltase. Ataca preferencialmente oligossacarideos (a hidrolise
de polissacarideos ocorre com taxas mais lentas), liberando moléculas de a-D-glicose de seus
terminais ndo redutores;

v. A exo-maltotetrahidrolase libera unidades de maltotriose (trés unidades de glicose),
maltohexaose (seis unidades de glicose) e, principalmente, maltotetraose (quatro unidades de
glicose) dos terminais nao redutores das cadeias polissacaridicas de amido;

A a-amilase maltogénica ou 1,4-a-D glucanamaltohidrolase, atua nas ligacdes a-1,4
liberando unidades de a-maltose dos terminais ndo redutores de cadeias poliméricas e
oligoméricas.

¢) Enzimas desramificadoras: catalisam a hidrélise exclusivamente de ligacdes a-1,6

presentes nos pontos de ramificacao da amilopectina.

2.4 PROTEINAS DE MICROALGAS

As principais fontes de proteinas consumidas pelos seres humanos sdo de origem animal
e vegetal, sendo o restante destacadas como fontes proteicas ndo convencionais, as quais podem
ser obtidas de microrganismos cultivados em meios de cultivo variados (BOBBIO; BOBBIO,
2001).

A biomassa de microalgas ¢ rica em proteinas (46 a 63%) que competem
favoravelmente, em termos de quantidade e qualidade, com proteinas alimentares
convencionais, como soja (cerca de 30%), ovos (12%) e carnes (16 a 22%), tornando os
organismos unicelulares uma fonte promissora de proteina alimentar (BATISTA et al., 2013;
GRAZIANI et al., 2013).

As proteinas sdo polimeros complexos, formados fundamentalmente por carbono,

hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Sao formadas de um grande nimero de unidades
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fundamentais chamadas de aminoacidos (compostas por 21 aminoacidos diferentes) que estdo
ligados entre si por ligagdes peptidicas (DAMODARAN et al., 2010).

As proteinas pertencem a classe dos peptideos, pois sdo formadas por aminoacidos
ligados entre si por ligagdes peptidicas. Uma ligacdo peptidica é a unido do grupo amino (-
NH2) de um aminoécido com o grupo carboxila (-COOH) de outro aminoécido, através da
formacgao de uma amida.

Todas as proteinas produzidas biologicamente podem ser utilizadas como proteinas
alimentares. As proteinas alimentares sdo disponiveis em abundancia e caracteriza-se pela facil
digestao, adequabilidade nutricional, ndo toxicidade e podem ser utilizadas de forma funcional
em produtos alimenticios (DAMODARAN et al., 2010).

Além disso, as proteinas de Spirulina platensis podem ser hidrolisadas a peptideos
bioativos que tem recebido muita aten¢do devido aos seus beneficios na area de satde e sua
atividade biologica (VO; RYU e KIM, 2013). Pode apresentar atividades antioxidante, anti-
hipertensiva, antiviral contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), antiproliferativo,
anticoagulante, antidiabética e antiobesidade (BETORET et al., 2011; RAJANBABU; CHEN,
2011; NAJAFIAN; BABIJI, 2012). Assim, estes peptideos podem atuar como uma valiosa fonte

para o desenvolvimento de produtos alimenticios e farmacéuticos (NGO et al., 2012).

2.4.1 Composi¢io em Aminoacidos

Todas as proteinas sdo essencialmente compostas dos mesmos 21 aminoacidos
primarios; entretanto, algumas ndo contém todos os 21. As diferengas estruturais e funcionais
das proteinas sdo determinadas, principalmente, pela sequéncia de aminoécidos, que se unem
através de ligacdes amida, para formar sua molécula. Literalmente, bilhdes de proteinas com
propriedades unicas podem ser sintetizadas pela alteracao da sequéncia de aminoacidos, do tipo
de propor¢do dos aminodcidos e do comprimento da cadeia polipeptidica (DAMODARAN et
al., 2010).

Os aminoécidos podem ser classificados quanto a capacidade do organismo humano em
sintetiza-los. Dessa forma, podem ser: aminoacidos essenciais, ndo essenciais €
condicionalmente essenciais. Os aminoacidos essenciais sdo aqueles que precisam ser
fornecidos pela dieta, pois seus esqueletos de carbono ndo podem ser sintetizados em

quantidades suficientes pelo organismo. Ja os aminoacidos ndo essenciais sao produzidos em
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quantidades suficientes pelo organismo, seja a partir de outros aminodcidos ou outros
metabolitos nitrogenados complexos (SILVA et al., 2012).

E importante ressaltar que as proteinas das microalgas contém perfis de aminoacidos
essenciais nas propor¢des recomendadas pela FAO (Organizagdo das Nagdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo) (FAO, 1973), podendo ser comparada com proteinas padrdes
(HABIB, 2008).

Machado et al. (2017) avaliaram o perfil de aminoacidos em Spirulina LEB-18 e
Chlorella pyrenoidosa por cromatografia liquida de alta eficiéncia e pode-se observar que os
aminoacidos essenciais das proteinas das microalgas Spirulina LEB-18 e Chlorella
pyrenoidosa, respectivamente com percentuais mais pronunciados, foram Leucina (4,96%;
4,75%), Lisina (2,85%; 4,16%); Valina (3,64%; 3,29%); Fenilalanina (2,61%; 2,81%),
Treonina (2,65%; 2,40%) e Isoleucina (2,22%; 2,21%). J4 os aminoacidos essenciais com
indices quimicos menores foram metionina (1,01%; 1,13%) e triptofano (0,77%; 0,46%). O
estudo demonstrou que as quantidades de aminoacidos estdo conforme as recomendacdes da

FAO/WHO/UNU (1998), para as quantidades necessarias de aminoacidos para um adulto.

2.5 PEPTIDIOS BIOATIVOS

O uso de proteinas primarias como fonte de alimentagdo para humanos como
precursoras de peptideos bioativos ndo parece ser sustentavel, especialmente devido aos
desafios atuais de seguranca alimentar. Portanto, hd uma necessidade de identificar novas fontes
de proteina sustentaveis e otimizar a tecnologia para seu isolamento e aplica¢des apresentando-
se um nicho de mercado (EJIKE et al., 2017).

Uma érea de foco atual ¢ a valoriza¢do de produtos secundarios ricos em proteinas da
industria agro-alimentar, especialmente soro lacteo, oleaginosas e processamento de peixe.
Além desses, as microalgas marinhas foram identificadas como fontes de proteina atraentes e
sustentaveis para a producao em escala industrial de peptideos bioativos (EJIKE et al., 2017).

As proteinas sdo fundamentadas como fonte essencial de aminoécidos, mas
recentemente tem-se reconhecido outras funcionalidades in vivo por meio de peptideos
biologicamente ativos.

Os biopeptideos sdo definidos como fragmentos de proteinas que apresentam beneficios
a saude do ser humano. Os biopeptideos contém de 3 a 20 residuos de aminoacidos e

normalmente sdo inativos dentro da sequéncia da molécula de proteina. Assim, as proteinas
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precisam ser hidrolisadas para que ocorra a liberagdo dos fragmentos bioativos contidos nas
mesmas (KORHONEN, 2009).

Os fragmentos bioativos podem ser libertados por: (1) hidrolise enzimatica através de
acdo de protease gastrointestinal, (ii) hidrolise enzimatica microbiana durante a fermentagao,
ou (iii) processamento proteolitico utilizando enzimas exdgenas (SAMARAKOON; JEON,
2012).

Quando liberados da proteina, os biopeptidios podem exercer varias fungdes no
organismo humano, tais como a atividade inibidora da enzima conversora da angiotensina ECA,
antioxidante, antitrombdtica, hipoglicémica, hipocolesterolémica e antimicrobiana entre outros
(TOLDRA et al, 2017), por estes beneficios ha um grande interesse na aplicagdo em alimentos,
tornando-os funcionais.

Numerosos estudos ja foram realizados em peptideos bioativos derivados de proteinas
animais, especialmente de caseinas, que parecem ser proteinas com alto potencial funcional.
Mais recentemente, a comunidade cientifica investiga a possibilidade de obter peptideos
bioativos de plantas. Em particular, a identificacdo de peptideos bioativos derivados de
proteinas alimentares vegetais segue com o crescente interesse da comunidade cientifica e da
opinido publica em relacdo aos alimentos vegetais, devido a sua maior sustentabilidade em
relacdo aos alimentos animais e ao aumento das necessidades de dietas saudaveis e equilibradas
(RIZZELLO et al, 2016).

O meio marinho fornece metade da biodiversidade global total. Os recursos bioldgicos
marinhos sao investigados como fonte de novos compostos para aplicagdes farmacéuticas e
nutracéuticas. Devido a natureza competitiva e agressiva dos habitats, as espécies marinhas
desenvolvem moléculas bioativas especificas e potentes (ANEIROS; GARATEIX, 2004).

Em um estudo de Ko et al. (2012), obtiveram peptideos derivados de Chlorella sp. e
demonstraram poderosa capacidade antioxidante in vitro e em ensaios baseados em células. A
hidrélise peptica da Chlorella ellipsiodea produziu um pentapeptideo (Leu-Asn-Gly-Asp-Val-
Trp) com potente capacidade de eliminacao de radicais livres. Verificou-se que o peptideo tinha
radical de peroxido e radicais de DPPH eliminando atividades antioxidantes in vitro e atividade
de eliminagao de radicais intracelulares em células de rim de macaco.

O aumento da expectativa de vida e as crescentes informagdes divulgadas sobre saude,
leva os consumidores a procurar cada vez mais uma alimentacao saudavel para a prevengao das
doencas (DEL RE et al, 2012). Surge assim, a propria exigéncia do consumidor a reforcar o

mercado potencial dos antioxidantes naturais, uma vez que existe grande desconforto de uma
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parcela da populagdo em nao adquirir o consumo de alimentos industrializados, cuja produgao
reconhecidamente envolva o emprego de substincias ou aditivos sintéticos (VALENTAO et
al., 2002; AMAROWICZ et al., 2004).

Paralelamente, os avangos da ciéncia permitem um melhor conhecimento sobre as
propriedades dos alimentos (DEL RE et al, 2012). Assim, tornam-se interessantes pesquisas
com este componente bioativo natural, uma vez que possui varios beneficios a saude humana,

podendo ser substituido pelas substancias sintéticas nas industrias alimenticias.

2.5.1 Fracionamento e caracterizaciao dos peptideos bioativos

Diversos estudos sdo encontrados na literatura sobre hidroélise enzimatica de proteinas.
A hidrolise protéica baseia-se na clivagem das ligacdes peptidicas, originando peptideos de
diferentes tamanhos e aminodcidos livres (Figura 6). Os hidrolisados proteicos podem ser
obtidos basicamente por trés métodos: hidrdlise alcalina, hidrolise acida e hidrdlise enzimatica

(CAMPBELL; FARRELL, 2007; NELSON; COX, 2011).

Figura 6 - Representacdo esquematica da formagao de uma ligacao peptidica a partir
de dois aminoacidos com distintas cadeias laterais (grupos R).

H20 Ligacéao peptidica

Fonte: DAMODARAN et al., 2010.

O fracionamento de hidrolisados proteicos ¢ importante uma vez que a maioria dos
peptideos com propriedades bioldgicas estdo presentes em misturas complexas contendo um
grande nimero de fracdes de proteinas. No hidrolisado completo, os peptideos bioativos estdo
presentes juntamente com aminodacidos livres e outras ligagdes peptidicas (POULIOT et al.,
2006).

A maneira mais comum de obter os peptideos bioativos € o uso de proteases especificas
ou multiplas. As enzimas geralmente requerem menos tempo para gerar um grau de hidrolise e
a sua reacao pode ser controlada, proporcionando perfis de peso molecular reprodutiveis e

composicdo de peptideos. Consequentemente, as enzimas apresentam especificidade de
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substrato que permite o desenvolvimento de hidrolisados de proteinas com caracteristicas
quimicas e nutricionais bem definidas (CASTRO et al., 2011).

Os hidrolisados proteicos possuem muitos usos em alimentos para fins especiais, como
alimentos geriatricos, formas infantis ndo alérgicas, bebidas para esportistas e alimentos
dietéticos. Como podem ser digeridos com facilidade, devido a elevada digestibilidade, eles

também sdo muito aplicados em formulagdes infantis (DAMODARAN et al., 2010).

2.5.1.1 Protease

As enzimas proteoliticas ou proteases sao uma classe Unica de enzimas com capacidade
de catalisar a quebra das ligacdes peptidicas em proteinas e fragmentos de proteinas, possuem
grande importancia fisioldgica e comercial. Essas enzimas causam reagdes irreverssiveis, que
do ponto de vista bioldgico podem ser importantes em processos fisiologicos, patologicos e
tecnologicos (BARRET et al., 2001). Estas enzimas sao classificadas no grupo das pepdidases
(EC 3.4.x.x). Dentre essas, pode-se citar as endopeptidases (EC 3.4.21.x — 3.4.24x) e as
exopeptidases, como, por exemplo, aminopeptidases (EC 3.4.11.x), carboxipeptidases (EC
3.4.15.x — 3.4.18.x), pepdildipepdases (EC 3.4.15.x), entre outras (IUBMB, 2017).

As proteases sdo constituintes essenciais em todas as formas de vida, incluindo os
procariotos, os fungos, as plantas e os animais (KUMAR; TAKAGI, 1999). As enzimas
proteases estdo envolvidas em processos biologicos essenciais, tais como a coagulagdo
sanguinea, morte celular, diferenciagao de tecidos, catabolismo de proteinas, processamento e
transporte de proteinas secretoras através da membrana (MAURER, 2004).

As proteases tém enormes aplicagdes em diferentes industrias, como lavanderias e
detergentes, processamento de alimentos, couro, produtos farmacéuticos, téxteis, seda,
fabricagdo de cerveja fotografia, padaria, lacteos, biorremediacdo, biossintese e
biotransformagdo (GUPTA et al., 2003).

Neste estudo a enzima protease foi utilizada na etapa da obtengdo de biopeptideos. A
obtencdo destes foi a partir do residuo da produgdo de bioetanol utilizando amido de milho e a
microalga Spirulina na qual apresenta elevado teor proteico facilitando a obtencdo de
hidrolisados proteicos que podem ser adicionados em alimentos tornando-os com uma

qualidade maior nos aspectos de nutri¢ao e funcionalidade.
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3 MATERIAL E METODOS

A Figura 7 apresenta as etapas da metodologia utilizada para alcangar os objetivos

propostos.

Figura 7 - Esquema da metodologia experimental.
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3.1 MICROALGA Spirulina sp.

A microalga Spirulina sp. LEB 18 utilizada na forma seca, foi cedida dos cultivos
realizados na planta de produgdo de microalgas do Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A biomassa foi moida em moinho de facas e

padronizada em 40 mesh.
3.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA
A biomassa de Spirulina seca foi caracterizada através da quantificagdo dos teores de

carboidratos, proteinas, lipideos, cinzas e umidade. Para tanto, 5 mg de biomassa foram

suspendidas em 10 mL de dgua destilada e submetidas a ruptura celular em autoclave por 20
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min a 121 °C. Ap6s realizada a ruptura celular foi determinado o teor de carboidratos pelo
método fenol-sulfurico (DUBOIS et al. 1956) (ANEXO A). O teor de proteinas da biomassa
algal foi determinado conforme metodologia descrita por Lowry et al. (1951) (ANEXO B). A
quantificagdo de lipideos foi realizada através do método de Folch et al. (1957) modificado por
Colla et al. (2004), (ANEXO C). A umidade foi determinada por secagem direta em estufa a
105 °C até peso constante, € as cinzas através da carbonizacao das amostras em bico de Bunsen,
seguida de incineragdo em forno mufla a 550 °C, baseando-se no método descrito pelo Instituto
Adolfo Lutz (1985).

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

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DAS ENZIMAS AMILOLITICAS

As enzimas utilizadas para a sacarificacdo da biomassa microalgal foram a a-amilase
(Liquozyme® Supra 2.2X) e amiloglucosidase (AMG® 300L) cedidas pela Novozymes Latin
América.

A determinagao das atividades das enzimas nos substratos compostos pela biomassa de
Spirulina sp. e do amido foram realizadas segundo estudos de Rempel et al. (2018), utilizando-
se as condigdes Otimas de pH (5,5) e temperatura (50 °C) determinadas para ambas as enzimas
(a-amilase e amiloglucosidase). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a que
libera 1 pumol de agticar redutor por mL de caldo por minuto, ou seja, U = pmol mL 'min’!
(ALVA et al., 2007).

A atividade enzimatica em amido foi realizada atavés uma solu¢do de amido 1% em
tampao fosfato de sodio 0,2 mol/L em pH 5,5. As enzimas foram diluidas na proporcao 1:2000
(v/v) em tampao fosfato de sddio 0,2 mol/L. Foram adicionados 4 mL da solu¢do de amido e 1
mL de extrato enzimatico. Os tubos foram incubados em mesa agitadora por 1 hora em
temperatura de 50 °C. A reacgdo foi realizada em tubos de ensaios e em triplicada.

Para a determinagdo da atividade enzimatica em Spirulina sp, uma suspensao de 10%
(m/v) em tampao fosfato 0,2 M pH 5,5 foi previamente submetida a um ciclo de congelamento
e descongelamento de 24 h cada ciclo, seguido de gelatinizagdo a 100 °C por 10 minutos. Para
a reacdo enzimatica, um volume de 4 mL desta suspensdo foi adicionado de 1 mL de cada
extrato enzimatico diluidas na propor¢ao 1:2000 (v/v) e incubados em banho termostatico a 50
°C por 60 min (REMPEL et al. 2018).

Apoés as reagdes enzimaticas, estas foram inativadas em banho maria a 100 °C,

posteriormente retirou-se 1 mL dos tratamentos para a precipitagao das proteinas, utilizando 0,4
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mL de cada solugdo de Carrez I e 11, (solugdo 15% de ferrocianeto de potassio e solucao 30%
de sulfato ou acetato de zinco, respectivamente), avolumando-se a 10 mL em baldo volumétrico.
As suspensoes foram centrifugadas por 10 minutos a 3640 g e filtradas obtendo um extrato
clarificado. Deste, foram retirados 4 mL e adicionado de 1 mL de DNS e 1 mL de NaOH 1
mol/L para determinagdo de agucares redutores. A reacdo foi conduzida em banho
termostatizado a 100 °C por 5 minutos, sendo paralisada com o resfriamento da solugao em
banho de gelo e ap6s a adicdo de 4 mL de agua destilada. As absorbancias das amostras foram
determinadas em espectrofotometro a 546 nm, contra um branco reacional de 4 mL de dgua
destilada, 1 mL de DNS e 1 mL de NaOH (MILLER, 1959). A concentragcdo de agucares
redutores (AR) gerados foi calculada a partir de uma curva padrao de glicose anidra preparada

nas mesmas condi¢des do ensaio.

3.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO
SOBRE A HIDROLISE ENZIMATICA

Foram realizados ensaios a fim de verificar a influéncia da concentracao da biomassa
sobre a hidrdlise enzimadtica. Suspensdes de 5%, 10%, 20% e 30% (m/v) de Spirulina em
tampao fosfato 0,2 M pH 5,5 foram preparadas. Realizou-se o rompimento celular por
congelamento e descongelamento e a gelatinizagdo do amido microalgal em banho
termostatizado a 100 °C por 10 min. Apds, volumes de 4 mL destas suspensdes foram
adicionados das enzimas alfa-amilase e amiloglicosidase na propor¢ao de 1% (v/v) em tubo
ensaio e incubados em banho termostatico a 50 °C por 1 h (REMPEL et al., 2018).

A determinacdo dos agucares redutores foi realizada nos tempos inicial e ap6s 60 min
de sacarificacdo. As enzimas foram inativadas em banho termostatizado a 100 °C, com posterior
precipitacdo das proteinas, utilizando 0,4 mL de solucdes de Carrez I e II, (solucao 15% de
ferrocianeto de potéassio e solugdo 30% de sulfato ou acetato de zinco, respectivamente).
Avolumou-se em baldo volumétrico de 10 mL com agua destilada, centrifugou-se a 3640 g por
10 min. Apos foi realizada uma filtracdo, e uma alicota de 4 mL do filtrado foi adicionado de 1
mL de NaOH 1M e seguiu-se o método do acido 3-5-dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959).
As determinacdes analiticas foram realizadas em triplicata.

A eficiéncia de hidrélise (EH) foi calculada a partir da Equagao 1:
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ARqpss hidroli
p6s hidrolise
(Mpjomassa)* (CHO) x 1,1 x 100 (1)

v

EH (%) =

Sendo:

EH (%): Eficiéncia de hidrolise;

ARGapos hidrolise (2L 1): Aglicares redutores obtidos apés hidrolise;
Mbiomassa (z): Massa de Spirulina utilizada na sacarificagao;
CHO (%): Carboidratos presentes na biomassa de Spirulina;
1,1: Fator de conversdo do amido em glicose;

V (L): Volume final dos ensaios.

O ensaio que apresentou maior eficiéncia de hidrdlise e melhor facilidade de manuseio
devido a viscosidade entre as diferentes concentracdes, foi definida como a concentracao de
biomassa Otima para a producdo de bioetanol no processo de sacarificagdo e fermentagdo

simultanea.

3.5 PRODUCAO DE BIOETANOL PELO PROCESSO DE SACARIFICACAO E
FERMENTACAO SIMULTANEA (SSF)

3.5.1 Microrganismo e preparo do inoculo

Utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae CAT-1. Sua ativagao foi realizada em
meio contendo 20 gL' de glicose, 20 g.L! de peptona, 10 gL' de extrato de levedura
(BRINGHENTT; CABELLO, 2005). O meio foi preparado em frascos de erlenmeyers de 250
mL contendo 100 mL™" de meio, autoclavado e posterior incubagdo shaker por 48 h a 150 rpm
e 30 °C.

Os indculos foram preparados utilizando meio contendo 3% da biomassa da microalga
hidrolisada, 20 g.L!' de glicose, 10 g.L! de extrato de levedura e 20 g.L!' de peptona,
autoclavado e incubado em shaker por 10 h a 150 rpm e 32 °C. (BRINGHENTI; CABELLO,
2005).

As fermentagdes foram iniciadas com razdo de inoculagdo de 10%, utilizando um

inoculo previamente preparado em fase logaritmica de cultivo (10 h) em absorbancia a 610 nm.
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3.5.2 Sacarificacio e fermentacio simultineas (SSF)

Apos definida a melhor concentragdao de biomassa de Spirulina para a hidrolise dos
carboidratos microalgal (20%), observou-se que a baixa concentragdo de carboidratos na
biomassa de Spirulina sp. (11%) resultou uma baixa conversdo de acucares redutores e,
portanto, baixa conversao em bioetanol. Neste sentido, definiu-se adicionar uma fonte de
carboidratos de facil conversdo e a biomassa de Spirulina sp. atuar como fonte de nutrientes e
de carboidratos durante a fermentacao.

O milho ¢ uma boa fonte de carboidratos apresentando em sua composic¢ao cerca de
71,7% de amido (KUMAR; SINGH, 2019). No Brasil a produ¢do de milho vem crescendo a
cada ano, principalmente na regido sul e centro-oeste que lidera a produ¢do do milho atingindo
47. 895,2 mil toneladas na safra de 2018/2019. No total o Brasil produziu na tltima safra cerca
de 91.652,3 mil toneladas, enquanto que os Estados Unidos lideram como os maiores
produtores do grao no mundo com 371.517 mil toneladas (CONAB, 2019).

Desta forma, definiu-se variar as concentragdes de amido de milho e da biomassa de

Spirulina sp. conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Variagao das concentragdes de amido de milho, biomassa de Spirulina e da

temperatura.
Ensaios Concentracio (il(:an;e?rt;?ifzio Carboidrato Carboidrato Temperatura
de Amido (%) f" %) Total (%)* (g CHO/L) ©O)
(1)

1 5 15 6,68 66,8 30
2 10 10 11,12 111,2 30
3 15 5 15,56 155,6 30
4 5 15 6,68 66,8 40
5 10 10 11,12 111,2 40
6 15 5 15,56 155,6 40

*levando em considerag@o a concentracdo de carboidrato presente na biomassa de Spirulina de 11,23%.

Além das concentragdes de substratos para o processo de SSF, a eficiéncia de bioetanol
pode ser afetada pela temperatura do processo, uma vez que as leveduras atuam em
temperaturas mais baixas se comparado com a temperatura 6tima de atuagdo das enzimas
amiloliticas. Neste caso variou-se duas temperaturas para o processo de SSF, uma a 30 °C por
ser mais proxima da temperatura 6tima da levedura e a outra a 40 °C por se aproximar da

temperatura 6tima de atuagdo das enzimas o-amilase e amiloglucosidase (50 °C). Os ensaios
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foram realizados em duplicata e o total da concentracdo das biomassas para todos os ensaios
foi de 20%.

Devido as diferencas entre as temperaturas do processo de sacarificagdo (50 °C), e
fementagao (30 °C), realizou-se a pré-hidrélise do substrato na temperatura 6tima da atuago
da enzima a-amilase. Por esta ser uma endonzima, ¢ capaz de hidrolisar as cadeias de forma
aleatoria no interior do polimero, diminuindo a viscosidade e ocorrendo a liquefagdao do meio,
facilitando a atuagdo da enzima amiloglucosidase que por sua vez ¢ uma exoenzima e ataca
seus substratos de forma ordenada a partir das extremidades das cadeias (PANDEY et al.,
2005). Assim para todos os ensaios foi realizada uma etapa de pré-hidrolise com a enzima a-
amilase por 2 horas a uma temperatura de 50 °C e ap0s adicionou-se a enzima amiloglucosidase
na temperatura de cada ensaio.

Utilizou-se 0,15 mL de extrato enziméatico de cada enzima/g de carboidrato presente no
ensaio (Tabela 3). Os ensaios foram realizados em mesa agitadora a 130 rpm em erlenmeyers

de 500 mL, com um volume de trabalho de 300 mL.

Tabela 3 - Quantidade de cada enzima em relacao a quantidade de carboidrato.

Carboidrato Total Volume de enzima adicionada

Ensaios (%) em 100 mL
1 6,68 1,002
2 11,12 1,668
3 15,56 2,334
4 6,68 1,002
5 11,12 1,668
6 15,56 2,334

As suspensodes de Spirulina foram conduzidas a etapa de ruptura celular da biomassa
(congelamento e desgelamento por 24/24h), sendo adicionadas posteriormente as
concentracdes de amido de milho conforme cada ensaio. O pH dos meios foram ajustados para
5,0.

Os meios de cultivo foram autoclavados a 121 °C por 20 min, promovendo a
gelatinizag¢do do amido e dos carboidratos microalgais. Apds arrefecimento, realizou-se a etapa
de pré-hidrolise (o-amilase) (durante 2 h) e ao término foi adicionada a enzima
amiloglucosidase e os indculos da levedura S. cerevisiae CAT-1 de forma concomitante.

Foram coletadas amostras no tempo zero, apds 2 horas de pré-hidrolise e a cada 12 horas
para a determinacao da concentragdo de agucares redutores (AR) e concentracao de etanol. Os

ensaios foram encerrados apos a estabiliza¢do da concentraciao de bioetanol e de AR.
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A concentracdo de AR foi quantificada pelo método 3,5 DNS (MILLER, 1959). A
determinagdo da concentragdo de etanol foi realizada através destilacdo da amostra por
microdestilador de bancada da marca Tecnal modelo TE-012, seguido do procedimento da
reacdo do etanol com dicromato de potéssio a 60 °C por 30 minutos. Apos foram determinadas

as absorbancias das amostras por espectrofotometro a 600 nm, contra um branco reacional

(SALIK; POVH, 1993).

3.5.3 Variacido da concentracio de enzima para aumento de escala na producio de

bioetanol

Com o objetivo de aumentar de escala a produg@o de bioetanol, foram realizados testes
para diminuir a concentracao das enzimas o-amilase e amiloglicosidase. Neste sentido realizou-
se 3 sacarificagdes e fermentagdo simultaneas em duplicata variando a concentracdo das
enzimas em: 1%, 0,5% e 0,25%. Os ensaios foram realizados na condi¢do do ensaio 3 (15% de
amido + 5% de Spirulina a 30 °C) no qual apresenta um total de 15,56% de carboidratos. As
SSF foram realizadas em erlenmeyers de 500 mL, com um volume de trabalho de 200 mL. As
demais etapas seguiram sendo realizadas como nos ensiaos descritos anteriormente.

Foram coletadas amostras no tempo zero, apds 2 horas de pré-hidrolise e a cada 24 horas
para a determinagdo da concentragdo de agtcares redutores (AR) e concentragdo de etanol. Os
ensaios foram encerrados apos 72 horas de SSF.

A concentracdo de AR foi quantificada pelo método 3,5 DNS (MILLER, 1959). A
concentragdo de etanol foi quantificada através do método espectrofotométrico para

determinagao de teores alcoolicos em misturas hidroalcoolicas (SALIK; POVH, 1993).

3.5.4 Aumento de escala para a producio de bioetanol

O aumento de escala para a produgdo de bioetanol a partir da biomassa Spirulina sp.
adicionada de amido de milho foi realizado em Biorreator Tec Bio Flex, nas condi¢des dos
melhores resultados obtidos nos ensaios realizados anteriormente.

O meio com a concentragdo definida de Spirulina sp. passou pelo processo de ruptura
celular, congelamento e descongelamento por 24/24h, adicionado o amido de milho e apo6s foi
esterilizado em autoclave por 121 °C por 20 minutos. Arrefecido o meio, foi montado o

Biorreator, ajustados os parametros e adicionado a enzima a-amilase por 2 horas na temperatura
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de 50 °C com agitagao de 100 rpm. Passada esta etapa de pré-hidrolise foi adicionada a enzima
amiloglucosidase e a levedura S. cerevisiae CAT-1 na sua fase exponencial de crescimento.
Ajustada a temperatura para o melhor resultado obtido nos ensaios anteriores e a agitacao para
80 rpm.

O volume de trabalho foi de 3 L e foram controlados durante o processo de SSF os
parametros de: pH, temperatura e agitagao (80 rpm) e acompanhado o oxigénio dissolvido
(OD).

Foram coletadas amostras no tempo zero, ap6s 2 horas de pré-hidrdlise e a cada 12 horas
para a determinacao da concentragdo de agucares redutores (AR) e concentragdo de etanol. Os
ensaios foram encerrados apos 60 horas de SSF.

Ao término da SSF foi realizada uma centrifugacdo a 3640 g por 15 min, separando o
residuo do fermentado. Este residuo gerado do processo de SSF foi estudado para a produgao

de biopeptideos.
3.5.5 Calculos de eficiéncia na producio de bioetanol

Para todos os ensaios da produgdo de bioetanol utilizando o processo de SSF foram
calculados eficiéncia na formagao de etanol e a eficiéncia de pré-hidrolise através da Equagao

2.

g
ARgerado em2h (L)

(Mmpjomassa)X (CHO) x 1,1
v

EPH (%) = x 100 )

Sendo:

EPH (%): Eficiéncia de pré-hidrolise;

AR gerado em 20 (2 L ): Aguicares redutores obtidos apds hidrdlise (g.L);
CHO (g.L"): Carboidratos presentes na SSF (g.L™!);

1,1: Conversio de carboidratos em g.L! de glicose.

V (L): Volume dos ensaios.

A eficiéncia (1) na formacao de etanol foi obtida através da Equacdo 3 (HANG; LEE;
WOODAMS, 1981).

AE
U (%) - 0,511 x (CHO)x 1,1 x 100 (3)
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Sendo,
AE: Variacio da concentracio de etanol (g.L™);
CHO: Concentragdo de carboidratos presente na fermentacio (g.L™);

1,1: Conversio de carboidratos em g.L! de glicose.

3.6 OBTENCAO DE BIOPEPTIDEOS

3.6.1 Caracterizacido quimica do residuo

Os residuos da produgao de bioetanol no Biorreator Tec Bio Flex foram caracterizados
quanto ao teor de proteina, carboidratos, lipideos, umidade e cinzas utilizando a metodologia
descrita pela AOAC (2005). Para a determinagdo da quantidade de proteina presente foi
utilizado o método de determinacdo de nitrogénio total micro-Kjeldahl com o fator de
conversao de 6,25. Cinzas pelo método gravimétrico em mufla (550-600 °C) e o teor de
umidade pelo método gravimétrico em estufa (105 °C). Os lipideos foram extraidos
empregando a metodologia de Soxhelt. Os carboidratos foram determinados por diferenga. A
determinagdo de proteina foi avaliada no inicio e no fim processo SSF com o intuito de subtrair
o valor da proteina presente na levedura e nas enzimas adicionadas. Além disso os valores de
proteina serviram como base de calculo para a quantidade de enzima que foi necessaria para

ocorrer a hidrolise proteica.

3.6.2 Hidrolise proteica

A hidrolise proteica foi realizada no residuo oriundo do processo de sacarificacdo e
fermentacdo simultinea. A enzima protease (Protemax® 580L) é uma serino-peptidase e foi
utilizada para obter os hidrolisados proteicos cedida pela Prozyn BioSolutions for Life.

A determinacdo da atividade da protease foi realizada segundo o método descrito por
Ma et al. (2007), a partir de uma curva padrdo de tirosina, sendo 1 U de atividade enzimatica
definido como a quantidade de enzima que libera 1pg de tirosina por minuto, expressa em U.
mL.

Os parametros de hidrolise enzimatica utilizados neste trabalho foram de acordo com
Lisboa et al., (2014). Para a obtencdo dos hidrolisados foram utilizados 15,4 g de residuo da
SSF em 100 mL de tampdo bicarbonato-carbonato de sédio (pH 9,5) e 5 U.mL"! de enzima. A
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quantidade de residuo foi calculada em relacdo a porcentagem de proteina presente e de acordo
com Silva (2017) que utilizou 2% de proteina da biomassa de Spirulina sp. para a hidrdlise
enzimatica utilizando a mesma enzima deste trabalho.

Apds, os ensaios foram incubados em incubadora orbital a 180 rpm em temperatura
Otima de atividade da enzima (60 °C). Aliquotas foram retiradas a cada hora para quantificacao
do grau de hidrélise, em um total de 8 h de reagdao. A enzima foi inativada termicamente a 85

°C por 10 min.
3.6.3 Determinacao do grau de hidrélise das proteinas

A determinagdo do grau de hidrdlise (GH) foi determinada no tempo inicial e apds a
cada 1 h até 8 h de hidrolise. Transcorrido cada tempo, aliquotas de 1 mL do hidrolisado foram
adicionadas de 9 mL de soluc¢do de acido tricloroacético (TCA) 6,25% e deixadas em repouso
por 10 min. Apds, foram centrifugadas por 5 min a 5000 rpm para remog¢do do material
insoltivel precipitado pelo TCA. Determinou-se o teor de proteinas soluveis do sobrenadante
utilizando o método de Folin-Lowry, expresso em mg de albumina.

O grau de hidroélise foi estimado segundo o método descrito por Hoyle e Merrit (1994)
com modificagdes, sendo expresso pela quantidade de proteinas soluveis no TCA antes e apds
a adicdo da enzima em relagdo a quantidade de proteina total presente na amostra, e calculado
segundo a Equacao 4.

GH (%) = <w> x 100 @

Ptotal

Sendo, o branco, PSy corresponde a quantidade de proteina soluvel em TCA 6,25 %
antes da adi¢do da enzima; PS ¢ a quantidade de proteina solivel em determinado tempo apds
a adi¢@o da enzima e Proral € a quantidade de proteina total na amostra determinada pelo método

de micro-Kjeldahl (AOAC, 2005).
3.6.4 Avaliaciao do potencial antioxidante pelo método do radical ABTS
O método ABTS (4cido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) descrito por Re

et al., (1999), determina a atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS".

Consiste na geragdo do radical livre ABTS", que apresenta cor azul esverdeado, por meio da
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reagdo do ABTS com persulfato de potdssio que possui absor¢do maxima em 734 nm. Ao
adicionar um antioxidante, ocorre a redu¢do do ABTS" a ABTS promovendo a perda da
coloracao do meio reacional.

O radical cationico ABTS foi preparado a partir da reacdo da solucdo estoque de ABTS
(7mmol/L) com a solugao de persulfato de potassio (2,45 mmol/L), ambas solugdes dissolvidas
em agua a uma razao de 1:1 (v/v). Essa solucdo permaneceu em repouso no escuro, a
temperatura ambiente, entre 12 a 16 h antes da utilizagao.

O espectrofotometro foi zerado com metanol a 734 nm para a leitura das amostras. Para
a leitura da absorbancia do ensaio branco (ABSpranco) €m espectrofotometro, 200 pL deste
radical formado foi diluido em etanol 96° até obter uma absorbancia de 0,70 nm (+- 0,05 nm)
a um comprimento de onda de 734 nm.

Em ambiente protegido da luz, foram adicionados 10 uL das amostras em 1000 pL do
radical ABTS diluido, seguido de homogeneizacao em agitador por 5 segundos e permaneceu
em repouso no escuro por 6 min para reagir. Apos foram realizadas as leituras das absorbancias
(ABSamostra), €m triplicata, utilizando cubeta de 1mL.

O percentual de inibi¢do do radical ABTS foi calculada a partir da Equagao 5:

e~ ABS — ABS,
% Imblqao — ( branco amostra x 100) (5)
ABSpranco

3.6.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O hidrolisado proteico, o residuo da producao de bioetanol e a biomassa de Spirulina
sp. foram analisados por FTIR com um instrumento modelo Cary 630 da Agilent Tecnologies
em que as amostras foram pressionadas sobre um cristal Zn-Se e a transmitancia registrada em

uma faixa de 4000 a 650 cm ..

3.6.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e analise termogavimétrica (TGA)

A analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ¢ utilizada para avaliar a
desnaturagdo térmica de proteinas. A desnaturacdo térmica induz a picos endotérmicos
pronunciados, estes representam os pontos de maxima absor¢ao de energia calorifica pelas
amostras (CHRONAKIS, 2001).

A termogravimetria (TGA) ¢ um sistema capaz de medir continuamente a massa de um
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material enquanto este é submetido a uma programacio controlada de temperatura. E um
método termoanalitico que permite verificar as alteracdes que o aquecimento pode causar nas
substancias, como modificagdes da estrutura molecular, além de estabelecer a faixa de
temperatura em que as mesmas sofrem processos de decomposi¢ao (GIRON, 2002).

A microalga Spirulina, o hidrolisado e o residuo da producdo de bioetanol foram
analisados quanto a estabilidade térmica (DSC) e perda de massa (TGA) e as curvas
termogravimétricas e calorimétricas foram obtidas em um simulador de analise térmica (STA

6000, Perkin Elmer).

3.6.7 Eletroforese

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18, o residuo da producao de bioetanol e os peptideos
foram avaliados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em condigdes

desnaturantes (LAEMMLI, 1970).

3.6.7.1 Preparo das amostras

Primeiramente foi adicionado 40 pL de 4cido tricloroacético (TCA) e 100 pL de dgua
destilada em 200 pL das amostras, em tubos de centrifuga do tipo eppendorfs. Esta solugdo foi
armazenada em freezer durante uma noite “overnight”. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C e retirado o sobrenadante, tomando cuidado
para que o pellet ndo fosse desfeito. Posteriormente fez-se a adi¢do de 100 pL de uma solugao
aquosa gelada de acetona 90% (6 °C), a fim de lavar o pellet sem desfazé-lo, sendo este
centrifugado como na etapa anterior. Novamente o sobrenadante foi removido e adicionado
mais 100 pL de acetona 90% gelada e centrifugado nas mesmas condigdes, removendo
novamente o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido com 50 pL do tampdo da amostra
(B-mercaptoetanol). Em seguida, as amostras foram desnaturadas em banho-maria a 100 °C por

10 minutos e armazenadas em geladeira.
3.6.7.2 Preparo do gel de resolugdo 15%
Em um béquer foram adicionados 4,925 mL de acrilamida:bis-acrilamida (30:0,8), 5

mL da solugdo tampao Tris-HC1 0,75 M pH 8,8, 75 uL da solucao de persulfato de amonio 10%

e 5 uL de tetrametiletilenodiamina (TEMED). Apos serem misturados foram transferidos para
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as placas de eletroforese, deixando aproximadamente 2,5 cm da borda livre. O restante da placa
foi completado com agua destilada para formar uma linha reta sobre o gel, e este foi deixado
polimerizar por 40 minutos em temperatura ambiente. Apos a polimerizagdao do gel a agua foi

retirada.

3.6.7.3 Preparo do gel de empilhamento 12%

Em um béquer foi adicionado 0,6 mL de acrilamida:bis acrilamida (30:0,8), 2,5 mL da
solucao tampao Tris-HCI 0,25 M pH 6,8, 1,925 mL de 4gua destilada, 75 pL da solugao de
persulfato de amoénio 10% e 7,5 pL de tetrametiletilenodiamina (TEMED). Apods serem
misturados foram transferidos para a placa de eletroforese, sobre o gel de resolucdo que ja
estava polimerizado. Apds foi aplicado ao gel de empilhamento o pente para a formagdo dos
pocos e apoOs para a aplicacdo das amostras. Depois da completa polimerizagao do gel de

empilhamento, o pente foi retirado.

3.6.7.4 Aplicagao das amostras

Apds a polimerizacdo do gel as amostras foram adicionadas. No primeiro pogo foram
adicionados 15 pL do padrao de massa molar (Fermentas Life Sciences), e para os outros pocos
foram adicionados 20 pL das amostras. A célula de eletroforese foi acomodada na cuba de
eletroforese vertical e preenchida com tampao de corrida (contendo: 14 g de glicina, 1 g de
dodecil sulfato de sodio (SDS), 3 g de Tris base e 1000 mL de 4gua destilada) de modo a cobrir
os pogos do gel de empilhamento. A cuba foi fechada e ligada a uma fonte de alimentagdo de
energia com corrente constante de 30 A e uma voltagem de 250 V, num tempo de
aproximadamente 1 hora para as amostras percorrerem o gel.

Ap0s a corrida, o gel de empilhamento foi removido, e o gel de resolucao foi corado
com a solugao corante Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% durante uma noite. Posteriormente
o gel foi descorado com aquecimento em agua destilada em microondas até a perfeita

visualizagdo das bandas.

3.7 ANALISE ESTATISTICA
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A analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey foram realizadas utilizando o

software Statistica® 7.0 em nivel de confianga de 95%, (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ETAPA 1: PRODUCAO DE BIOETANOL ATRAVES DO PROCESSO DE
SACARIFICACAO E FERMENTACAO SILMUTANEAS

4.1.1 Caracteriza¢ao quimica da biomassa algal

A Tabela 4 apresenta a caracterizagdo da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 em base

S€ca.

Tabela 4 - Caracterizagdo quimica da biomassa Spirulina sp. LEB 18.

Componentes Base Seca (g/100g)
Proteina 74,53 £ 0,81

Carboidratos 11,23 £0,08
Lipidios 2,89 £0,48
Cinzas 14,11 £ 0,01

Resultados de média + desvio padrio.

Dentre todos os componentes da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 se destaca o alto
teor de proteina. Se comparada com base na legislacao brasileira para produtos proteicos de
origem vegetal, a qual define que a proteina concentrada de soja deve conter no minimo 68,0%
de proteinas em base seca (BRASIL, 2005), a fragdo proteica neste estudo indica ser uma boa
fonte alimentar podendo ser considerada um concentrado proteico.

E importante destacar que, dependendo do meio de cultivo, podem ocorrer variagdes
nos percentuais dos seus principais componentes das microalgas, em destaque o teor de
proteinas e carboidratos (COLLA et al., 2007). A biomassa deste trabalho apresenta baixos
teores de carboidratos, devido ao cultivo ndo ter como principal objetivo o acimulo de
carboidratos na biomassa, o que devera apresentar influéncia no rendimento de bioetanol.

Braga et al. (2018) apresentaram estratégias para estimular o alto teor de carboidratos
no cultivo da microalga Spirulina visando posteriormente obter altos rendimentos de bioetanol.

Resultados de caracterizagdo quimica semelhantes foram encontrados por Silva (2017)
que utilizou a mesma biomassa deste trabalho, com valores de 65,2% de proteinas, 11,05% de

carboidratos, 2,64% de lipidios e 13,65% de cinzas.
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4.1.2 Atividades das enzimas amiloliticas e a influéncia da concentracio de substrato

sobre a hidrolise microalgal

As atividades das enzimas o-amilase e amiloglucosidase avaliadas em solugdes de

substratos de amido 1% e de Spirulina 10% estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Atividade enzimatica das enzimas a-amilase e amiloglucosidase em
diferentes substratos.

Subtrato (%) a-amilase (U/mL) Amiloglucosidase (U/mL)
Amido 0,92+0,03 5,11+0,05
Spirulina 0,62+0,06 3,15+0,09

Resultados de média + desvio padrao.

Pode se observar que para ambos os substratos a enzima o-amilase apresenta menor
atividade enzimatica se comparada com a amiloglucosidase. Os resultados estao de acordo com
Frota (2018) e Rempel (2018) que investigaram o efeito do pH e da temperatura para essas
mesmas enzimas e obtiveram valores aproximados a este estudo sendo que para o substrato
amido obtiveram 0,97 U/mL para a enzima o-amilase e 5,90 U/mL para a enzima
amiloglucosidase. Ja para o substrato da biomassa de Spirulina os valores obtidos por Rempel
(2018) sdo maiores se comparados com este trabalho, 3,27 e 16,01 U/mL para o-amilase e
amiloglucosidase, respectivamente. Essas diferencas entre os valores com a biomassa de
Spirulina podem estar relacionadas com a quantidade de carboidrato presente nas amostras,
uma vez que a biomassa deste trabalho apresenta baixo teor de carboidratos.

A Figura 8 apresenta as concentracdes de aglcares redutores em fungdo das

concentracdes de biomassa de Spirulina de 5, 10, 20 e 30% utilizando as enzimas amiloliticas.
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Figura 8 - Influéncia da concentragdo da biomassa de Spirulina na concentragao de
acucares redutores das enzimas o-amilase e amiloglicosidase.
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(Média£DP).

Observa-se que com o aumento da concentragdo de substrato a quantidade de agucares
redutores liberados aumentaram para ambas as enzimas avaliadas. As enzimas o-amilase e
amiloglucosidase apresentaram diferenca significativa entre todos os tratamentos, apresentando
a maxima liberagdo de AR com concentragdo de 30% de biomassa da microalga Spirulina sp
LEB. O aumento da concentracdo de solido contribui para o aumento da concentragao de
carboidratos presentes na amostra e consequentemente, gerara maior concentragao de etanol
apos o processo de fermentacdo alcodlica.

Guilherme et al. (2014) realizaram experimentos com aumento da carga de subtrato
sobre a hidrélise enzimatica do bagago de cana-de-agticar variando concentragdo de 10, 15 e
20% de solidos e observou uma redugdo da conversao da celulose em glicose durante a hidrolise
do bagaco com o aumento da carga de so6lidos, provavelmente causando inibicdo da enzima
pelos produtos formados (glicose e celobiose), ou alteragdes no substrato e limitagdes de
transferéncia de massa. Neste estudo a influéncia na concentracao de substrato na liberagao de
acucares redutores com uso de 30% de biomassa de Spirulina nao foi suficiente para causar este
efeito negativo.

Observando a Figura 8, a quantidade de agucares redutores liberados com a enzima
amiloglicosidase ¢ maior se comparados aos liberados com o uso da a-amilase. Isso se deve ao

fato que as enzimas a-amilases hidrolisam liga¢des a-1,4 dos polissacarideos que possuem trés
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ou mais unidades de D-glucose em unido a-1,4. O ataque ocorre na forma ndo seletiva tipo
endoenzima (no interior do polimero) sobre varios pontos da cadeia simultaneamente, sendo
que os primeiros produtos da hidrolise sdo sempre oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose.
Ja as amiloglicosidades sdo exoenzimas que agem nas extremidades das cadeias de amilose e
amilopectina catalisando tanto as ligacdes a-1,4 e a-1,6 apresentando assim, maior liberagdo de
acucares redutores (PANDEY et al., 2005).

A Tabela 6 apresenta a eficiéncia de hidrolise (EH) para cada concentracdo de substrato

e para cada enzima, calculada através da Equacao 1.

Tabela 6 - Eficiéncia de hidrolise (EH) da biomassa microalgal de Spirulina com
enzimas amiloliticas.

Concentracao de Substrato

(%) EH (%) ao-amilase EH (%) Amiloglicosidase
(1]

5 0,96+0,002 1,09+0,007

10 1,99+0,005 2,01+0,022

20 3,13+0,008 3,22+0,005

30 4,12+0,002 5,25+0,033

Resultados de média + desvio padrdo.

Deve-se levar em consideragao que a sacarificagdo foi em um tempo reacional de apenas
1 hora, sendo assim pode nao ter havido a sacarificagdo completa dos polisscarideos presentes
na biomassa microalgal, mas € possivel observar que a maior eficiéncia de hidrélise verificada
foi com a enzima amiloglicosidase com uma concentracdo de 30% de biomassa microalgal.

Altas concentracdes de soélidos da biomassa microalgal interferem na liberagdo de
acucares redutores, devido principalmente a maiores teores de carboidratos na amostra. Apesar
da concentragao de 30% de biomassa microalgal apresentar a melhor concentragdo para a
obtencdo de agucares diretamente fermentescivel, observou-se que havia dificuldade de
manuseio e de difusdo do meio, dificultando o processo de sacarificacao.

Neste sentido optou-se que para os ensaios de sacarificagdes e fermentagdes simultaneas
utilizar a concentracao de 20% seria mais viavel. Além disso, ao observar as baixas eficiéncias
de hidroélise pelo fato da biomassa microalgal apresentar baixo teor de carboidratos, decidiu-se
adicionar uma fonte alternativa de carboidratos que no Brasil apresenta-se em larga escala de
producao de matéria prima, com alta concersao de carboidratos em agucares fermenteciveis e
com baixo custo de produgdo, o milho vem se destando como fonte de matéria para a producao
de bioetanol no Brasil. Assim, com a adicdo de amido de milho como fonte principal de

carboidratos a biomassa microalgal axiliara como fonte de varios micronutrientes que a mesma
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possui, que sdo interessantes para satisfazer as necessidades da nutricdo do meio durante a
fermentacao.

Rempel (2018) realizou o processo de sacarificagdo separada da fermentagdao com e sem
a adicdo de macro e micronutrientes ao mosto e verificou que nao ha necessidade de adigdo de
nutrientes durante a fermentagdo alcodlica. Os resultados mostraram que somente com a
biomassa de Spirulina é o suficiente para a suplementacdo do mosto, pois nao houve aumento

da multiplicagdo da levedura com a suplentagdo de nutrientes.

4.1.3 Sacarificacdo e fermentacao silmultinea utilizando biomassa de Spirulina sp e

amido de milho na producao de bioetanol

A Figura 9 apresenta os resultados de concentracdo de bioetanol e concentragdo de
acucares redutores obtidas ao longo das 72 h de processo de sacarificagdo e fermentacgdo
simultaneas, utilizando 0,15 mL de enzima/g de carboidrato e em temperatura de 30 °C. Para
as duas primeiras horas foram realizados em todos os ensaios a etapa de pré-hidrdlise com a

enzima a-amilase (50 °C) e ap6s adicionada a enzima amiloglucosidase e a levedura.

Figura 9 - Perfil da producdo de bioetanol e de acticares redutores na SSF para os
ensaios realizados com (a) 5% de amido + 15% Spirulina, (b) 10% de amido + 10% Spirulina
e (¢) 15% de amido + 5% Spirulina, respectivamente, na temperatura de 30 °C.
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Em cada figura e em cada coluna, letras iguais ndo apresentam diferenga significativas entre si a nivel de 95% de
confianca (Média+DP).

Ao comparar os ensaios (a), (b) e (c) no qual apresentavam 66,8, 111,2 e 155,6 g.L"! de
carboidrados respectivamente, observa-se que quanto maior a quantidade de carboidrato no
ensaio, maiores foram as concentragdes de agucares redutores apos as 2 h de pré-hidrélise
devido a fonte de carboidrato ser maior e a enzima a-amilase estar atuando em sua temperatura
6tima de 50 °C.

A inoculacdo da levedura ocasiona a redu¢do da concentragdo de agucares redutores ja
no tempo de 12 h chegando proximo a zero na maioria dos ensaios a 30 °C. Segundo Eklund e
Zacchi (1995) esta ¢ uma das caracteristicas das sacarificacdes e fermentacdes simultaneas e
que apresentam vantagens se comparado com o processo de sacarificagdo e fermentagdo
separadas (SHF) pois estas apresentam altas concentra¢des de glicose e podem vir a inibir a
fermentacao do bioetanol durante o processo.

Assim conforme foram sendo sacarificados o amido de milho e o amido microalgal, as
células da levedura Saccharomyces cerevisiae por estarem em sua fase exponencial de
crescimento e em temperatura 6tima (30 °C) utilizou os acUcares redutores para sua propria
multiplicagdo e producao de etanol, e ndo apresentou inibi¢cdo pelo produto formado.

Singh et al. (2018) durante o processo de SSF a partir da microalga Chlorella sp.,
observaram uma tendéncia semelhante de diminui¢dao na concentra¢ao de agucares redutores.
Os autores iniciaram a SSF aprentando uma concentragdo 100 g.L' de AR e ao final do processo
98,8% de AR tinham sidos consumidos.

Pode-se observar que o ensaio realizado 5% de amido + 15% Spirulina (a) e o ensaio

com 10% de amido + 10% Spirulina (b) na temperatura de 30 °C ndo apresentaram diferenca
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significativa entre os tempos de SSF para a produgdo de bioetanol. Nestes ensaios a produgdo
de bioetanol a partir das 12 h até o periodo final manteve-se constante durante toda a SSF.

J& para o ensaio com 15% de amido + 5% Spirulina (c) pode-se observar que houve
diferenca significativa no periodo inicial de 12 a 24 h e ap6s a medida que a fermentagdo
progrediu com 48 e 60 h a concentracdo de bioetanol aumentou chegando ao maximo de 64,4
g.L'! e nfio apresentou diferenca siginificativa para ambos os tempos. Ao avaliar os 3 ensaios
na condicdo de temperatura de 30 °C, observa-se que o ensaio “c” com 15% de amido + 5%
Spirulina apresentou a maoir quantidade de bioetanol ao longo do processo de SSF.

A Figura 10 apresenta os resultados de concetracdo de bioetanol e concentragao de

acucares redutores ao longo do processo de SSF utilizando temperatura de 40 °C.

Figura 10 - Perfil da producdo de bioetanol e de agucares redutores na SSF para os
ensaios realizados com (a) 5% de amido + 15% Spirulina, (b) 10% de amido + 10% Spirulina
e (¢) 15% de amido + 5% Spirulina, respectivamente, na temperatura de 40 °C.
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Em cada figura e em cada coluna, letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de
confianga (Média+DP).



64

Pode-se observar que entre os ensaios realizados na temperatura de 30 °C e os ensaios
realizados a 40 °C, estes apresentaram maiores concentracdes de AR apds as 12 h de SSF
independente da concentracdo utilizada. As altas concentragdes de AR podem estar
relacionadas com a temperatura que estes ensaios ocorreram, no qual estdo fora da temperatura
otima da levedura, porém mais proxima da temperatura 6tima da agdo das enzimas amiloliticas
(50 °C). Neste caso supde-se que a levedura ndo se adaptou e seu desenvolvimento de células
e a formacao de produto foram afetadas.

Assim observa-se que em exceto os ensaios com 5% de amido + 15% Spirulina nas
temperaturas de 30 ou de 40 °C obtiveram concentragdes proximas de bioetanol, porém com a
temperatura de 30 graus a maior concentracao de etanol pode ser atiginda em apenas 12 h. Ja
para o ensaio com 40 graus, maiores rendimentos de bioetanol sdo encontrados a partir de 36
h.

Para os ensaios com 10% de amido + 10% Spirulina (b) e 15% de amido + 5% Spirulina
(c) em temperatura maior, a producdo de bioetanol aumentou gradativamente conforme o
decorrer do processo, no entanto, nesta condicdo de temperatura (40 °C) a produgdo de
bioetanol nas primeiras horas e a medida que a fermentacdo progrediu até 72 h foram mais
baixas em relagdo aos ensaios com temperatura de 30 °C.

O ensaio 3 apresentou a maior concentra¢do em g.L'! de bioetanol se comparado com
os demais ensaios. Neste mesmo ensaio foi obtida a maior eficiéncia de etanol, 73,64% (Tabela
7). Estes valores justificam-se pelo fato deste apresentar maior concentragao de carboidrato e
ser realizado na temperatura de 30 °C, beneficiando o desenvolvimento da levedura e formagao
de produto. A Tabela 7 apresenta a eficiéncia da etapa de pré-hidrolise ap6s 2 h de sacarificagdo

e a eficiéncia de etanol em cada ensaio.

Tabela 7 - Eficiéncia de Pré-hidrolise (2 h) e eficiéncia de etanol SSF.

Eficiéncia de Pré-hidrolise

Ensaios (EPH) Eficiéncia de Etanol (n)
1 34,03+1,16 46,35+2,79%
2 53,67+1,85% 64,10+2,01"¢
3 56,28+2,66* 73,64+0,72¢
4 36,88+2,172 51,08+3,57%
5 52,52+2.47A 53,02+0,67%
6 58,43+3,624 57,803,122

Ensaio 1 - 5% de amido + 15% Spirulina a 30°C. Ensaio 2 - 10% de amido + 10% Spirulina a 30°C. Ensaio 3 -
15% de amido + 5% Spirulina a 30°C. Ensaio 4 - 5% de amido + 15% Spirulina a 40°C. Ensaio 5 - 10% de amido
+ 10% Spirulina a40°C. Ensaio 6 - 15% de amido + 5% Spirulina a 40°C. *Média = desvio padrdo, (n = 2). Letras
mintsculas, maisculas e maiusculas em negrito iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativas
entre si a nivel de 95% de confianga entre as eficiéncias de pré-hidrolise e eficiéncias de etanol.
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Observa-se na Tabela 7, que a eficiéncia de pré-hidrdlise em 2 h na temperatura 6tima
da enzima (50 °C) apresentaram eficiéncias estatisticamente iguais para as mesmas
concentracoes de fontes de carboidratos.

Para os ensaios 3 ¢ 6 com 15% de amido + 5% Spirulina aproxidamente 60% dos
polissacarideos foram hidrolisados durante a pré-hidrolise. A pré-hidrolise auxiliou
positivamente no processo de SSF, pois a transformagao dos polissarideos em glicose ¢ uma
fonte de nutri¢do inicial importante para o desenvolvimento da levedura.

Ye et al. (2018) realizaram a produgao de bioetanol com duas fontes de matérias primas,
utilizando o processo de SSF realizou uma pré-sacarificacdo por duas horas e obteve maiores
rendimentos e principalmente reduziu a dificuldade de transferéncia de massa na carga de
solidos com a atuagdo das enzimas de liquefacao.

Cotana et al. (2015) realizaram a etapa de pré-hidrolise por 24 h a 50 °C e garantiu uma
alta concentracao de glicose para iniciar a fermentagao com o inoculo de levedura e em paralelo
0 meio apresentou uma boa liquefagdao da biomassa que garantiu uma eficiente transferéncia de
massa.

Neste trabalho, foi perceptivel apds a pré-hidrolise a redugao da viscosidade do meio.
Este fato esta relacionado com a enzima a-amilase que hidrolisa simultaneamente as reagdes o-
1,4, ndo atuando sobre reagdes a-1,6. Sua acdo se caracteriza por ser rapida, diminuindo a
viscosidade do meio. A a¢do desta ocorre em duas etapas: na primeira ocorre a liberacado muito
rapida dos grupos redutores, transformagdes de amido em dextrinas. Na segunda fase ¢ a
sacarificacdo que ocorre de maneira mais lenta, necessitando assim a adi¢ao de outra enzima
(REGULY, 1996).

A enzima amiloglucosidase que foi adicionada juntamente com o indculo de levedura,
teve como principal papel atuar sobre ligagdes a-1,4 e a-1,6, porém de forma mais lenta,
atuando em substratos pré-hidrolisados pela pela a-amilase e também nas que nao passaram
pela a¢do da a-amilase, realizando a transformacgdo das dextrinas em glicose de forma mais
rapida apesar de estar atuando fora da sua temperatura 6tima (REGULY, 1996).

As duas maiores eficiéncias de etanol (Tabela 7) foram obtidas nas temperaturas de 30
°C nos ensaios 2 e 3. A temperatura de 30 °C para a levedura S. cerevisiae CAT-1 se apresentou
melhor se comparada com os ensaios realizados na temperatura de 40 °C, indicando que esta

cepa de levedura ndo suporta altas temperaturas.
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Edgardo et al. (2008) realizaram a sele¢do de cepas de leveduras termotolerantes para a
producdo de bioetanol em processo de SSF e conseguiram realizar o processo mais proximo da
temperatura 6tima da enzima tornando o processo mais eficiente.

El-Dalatony et al. (2016) utilizando biomassa de microalga para a producdo de
bioetanol, imobilizou a levedura Saccharomyces cerevisiae e realizou o processo de SSF por 7
vezes obtendo uma eficiéncia de etanol de 79,5%.

Como para o processo em SSF requer uma condicdo intermediaria de temperatura para
as enzimas e para a levedura adicionada, a pré-hidrolise na temperatura 6tima da enzima neste

trabalho foi essencial para obter maiores rendimentos de bioetanol.

4.1.4 Estudo de concentragio de enzima para aumento de escala

Buscando aumentar a escala de produgdo de bioetanol observou-se que seria necessario
um grande volume de enzima. Neste sentido diminuir custos com as enzimas para o aumento
de escala na produgdo de bioetanol ¢ imprescindivel. A Figura 11 apresenta as SSF que foram
realizadas variando as concetracdes de cada enzima. Os ensaios ocorreram na melhor condigao
encontrada de 15% de amido + 5% Spirulina e em temperatura de 30 °C realizando a etapa de

pré-hidrélise de duas horas com a enzima a-amilase em temperatura de 50 °C.

Figura 11 - Perfil da produgao etanol e de agtlicares redutores na SSF para os ensaios
variando concentracao de enzima, na temperatura de 30 °C.
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(a) - 1% de enzima o-amilase e 1% de amiloglicosidase, (b) - 0,5% de enzima a-amilase e 0,5% de
amiloglicosidase e (¢) - 0,25% de enzima a-amilase e 0,25% de amiloglicosidase. Em cada figura e em cada coluna,
letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca (Média+DP).

A concentracdo de etanol entre os tempos avaliados para as diferentes concentragdes de
enzimas nao se deferiu estatisticamente (p<0,05) entre todos os ensaios de SSF.
A Tabela 8 apresenta as eficiéncias de pré-hidrélise e as eficiéncias de etanol nas

diferentes concetracdes de enzimas avaliadas.

Tabela 8 - Eficiéncia de Pré-hidrolise (2 h) e eficiéncia de etanol para os ensaios de
concentracdo de enzima.

Cor}::cl:ezr;:;z;gao de Eﬁc1enc(1;; 1(31(31 ;’re-hldrollse Eficiéncia de Etanol (1))
1% 51,70+1,612 64,76+1,92*
0,5% 51,5543,89* 61,88+2,69*
0,25% 40,51+1,58? 60,92+2,69*

Resultados de média + desvio padrao. Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferenca
significativa entre si ao nivel de 95% de confianga.

Pode se observar que nao diferenca significativa entre as concentragdes avaliadas de
enzima para as eficiéncias de pré-hidrolise e as eficiéncias de etanol, portanto ¢ lucrativo utilizar
a concentragdo menor de enzima, visando economia da mesma e tornando o processo vidvel em
escalas maiores.

Exitem varios trabalhos na literatura relatando que o processo de SSF utiliza menor

quantidade enzimas se comparado com o processo SHF.
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Rempel (2018) em seu estudo utilizando o processo de SHF na producao de bioetanol a
partir da biomassa de Spirulina sp. com 55% de carboidratos utilizou 1% (v/v) das enzimas a-
amilase e amiloglucosidase.

Além de diminuir os custos, segundo Carrillo et al (2005) os excessos de enzima limitam
o processo de difusdo da enzima no substrato e consequentemente, a formacdo de glicose.
Santos et al (2010) observaram este fenomeno quando realizaram hidrélises do bagago de cana-
de-acucar, com diferentes cargas enzimaticas. Devido a este fato, eles optaram por utilizar uma

carga enzimatica menor na etapa de sacarificagdo e fermentagdo simultaneas.

4.1.5 Aumento de escala para a producio de bioetanol a partir da biomassa de Spirulina

sp com adicio de amido de milho

A Figura 12 apresenta o aumento de escala para a produgdo de bioetanol em Biorreator

com 15% de amido + 5% Spirulina a 30 °C.

Figura 12 - Perfil da producao etanol e de actcares redutores na SSF para os ensaios
realizados em biorreator.
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Em cada figura e em cada coluna, letras iguais ndo apresentam diferencga significativas entre si a nivel
de 95% de confianga (MédiatDP).

E possivel observar que as duplicatas produziram em média 55 g.L! de etanol e ambas
apresentaram ap6s 2 h de pré hidrolise uma concentragdo média de 70 g.L™! de aglicares
redutores.

As SSF em biorreator apresetaram uma eficiéncia média de pré hidrolise de 40,18% e

uma eficiéncia média de etanol de 62,94%. Ao comparar a eficiéncia de etanol e a eficiéncia de
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pré-hidrolise realizada no biorreator e em erlenmeyer durante o estudo das concentracdes de
enzima (Tabela 8) se apresentam semelhantes, indicando que o aumento de escala de 10 vezes
maior ndo ocasionou alteragdes durante o processo de SSF.

Ainda observando a Figura 12, ap6s 24 h de SSF a produgao de bioetanol ndo apresentou
diferenga siginificativa entre os demais tempos avaliados, concluindo que 24 h de SSF ¢ o
suficiente para obter altos rendimentos de bioetanol em um unico biorreator.

Chen et al (2018) utilizaram as misturas de 20% amido de milho e 10% de palha de
milho em processo de SSF por 120 horas e obtiveram 104,89 g.L! de etanol e um rendimento
de processo de 80,47% de etanol apds 48 horas de processo se mantendo constante até 120
horas.

Neste sentido a sacarificagdo e fermentacdo simultdneas se apresenta como um bom
processo para a producdo de bioetanol em larga escala, uma vez que produto ¢ produzido em
um unico biorreator diminuindo custos com biorreatores, tempo e concentragao de enzima.

Além disso, neste trabalho ndo foi necessario a adi¢ao de fontes de nutrientes durante o
processo de SSF, uma vez que além da biomasssa de Spirulina sp. apresentar fonte de carbono
proporciona nutrientes diponiveis suficientes para a nutricdo da levedura durante o processo

fermentativo evidenciado pelos estudos de Rempel (2018).

42 ETAPA 2: PRODUCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS A PARTIR DO
RESIDUO DA PRODUCAO DE BIOETANOL UTILIZANDO BIOMASSA DE
SPIRULINA SP ADICIONADA DE AMIDO DE MILHO

4.2.1 Caracteriza¢ido quimica do residuo

A caracterizagdo quimica do residuo oriundo da producao de bioetanol realizado em
biorreator com concentragdes de 15% de amido + 5% Spirulina a 30 °C utilizando o processo
de sacarificacdo e fermentagdo simultaneas esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 — Caracterizagdo quimica do residuo da SSF realizada em biorreator.

Componentes Base Umida (g/100g) Base Seca (g/100g)
Proteina 13,69+0,74 61,25+0,74
Carboidratos* 1,38+0,02 6,17+0,02
Lipideos 3,41+0,12 15,25+0,12
Cinzas 3,87+1,54 17,31£1,54
Umidade 77,65+1,36 -

Resultados de média + desvio padrao. *Resultado obtido por diferenga.
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Observa-se que este residuo apresenta uma quantidade significativa de proteina, levando
em consideracdo que além da proteina da biomassa microalgal, ha a presenca das proteinas da
levedura Saccharomyces cerevisiae e das enzimas. Neste sentido foi avaliada a quantidade de
proteina antes de adicionar as enzimas amiloliticas e a levedura Saccharomyces cerevisiae no
processo de SSF e obtido uma média de 3,90 g/100g de proteina em base imida. Assim, durante
o processo de producao de bioetanol obteve-se maior teor de proteina, gerando um residuo com

maior valor proteico.
4.2.2 Grau de hidrdlise

Os resultados de grau de hidrdlise (GH) do residuo da producdo de bioetanol estdo

apresentados na Figura 13 no qual foram avaliados por 8 h de reagdo.

Figura 13 - Grau de hidrdlise do residuo da producao de bioetanol e obtencao de
peptideos.
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Na linha, letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianga

(Média+DP).

A hidrolise enzimatica apresentou maior GH em 4 h de reacdo (86%) e ap6s manteve-
se constante ao longo das 8 h de reagdo. Observa-se que como ndo hove diferenca significativa
apos as 4 h de hidrélise, considera-se que este tempo € o suficiente para obter-se o maior

rendimento de grau de hidrolise.
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Rendimentos elevados sdo requeridos quando se trata da obtencao de produtos de alto
valor agregado, ao contrario de produtos de baixo valor agregado, em que elevada
produtividade € mais importante (PEREIRA, 2016).

O alto rendimento do GH pode ser explicado pela acessibilidade da protease as
proteinas, visto que a enzima necessita ligar-se a superficie da molécula para ter acesso as
ligacdes peptidicas e iniciar a hidrdlise (PEREIRA, 2016). A hidrolise enzimatica das proteinas
envolve uma mudanga estrutural, onde a proteina é gradualmente clivada em unidades menores
de peptideos (MARTINS et al., 2009). Apos para a quantificacdo do grau de hidrélise, ao
adicionar o acido tricloroacético resulta na precipitagao parcial ou total de proteinas nao
hidrolisadas, produzindo uma concentragdo mais elevada de aminoacidos livres soluveis e
peptideos de menor peso molecular presentes no sobrenadante (CARREIRA et al., 2003).

Peptideos de menor peso molecular sdo desejados pois melhoram suas propriedades
funcionais como a digestibilidade, solubilidade e capacidade de retencdo de agua
(DAMODARAM et al., 2010).

Virios estudos recentes confirmaram a aplicabilidade de peptideos promovendo a saude
a partir de alimentos funcionais: Silva (2016) ao isolar os peptideos da microalga Spirulina sp.
e ao adicionar em snacks evidenciou propriedades antioxidantes apresentando um alimento
saudavel para o consumo humano. Chatterjee, Kanawjia e Khetra (2016) mostraram que a
adi¢do de um hidrolisado de proteina de soro de leite a um iogurte aumentou significativamente
a enzima conversora da angiotensina e atividade antioxidante confirmando a manutengao da

estabilidade do peptideo durante o processamento e dentro da matriz de alimentar.

4.2.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidade durante a hidrolise do residuo da producdo de bioetanol,

determinada pela inibi¢do do radical ABTS esta apresentada na Figura 14.
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Figura 14 - Porcentagem de inibi¢ao do radical ABTS ao longo da hidrolise do residuo
da producao de bioetanol.

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0

ABTS (% Inibic¢ao)

Em cada coluna, letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de
confianca (Média+DP).

Analisando a Figura 14 verifica-se que com uma duas de hidrolise enzimatica com a
enzima protease atuando sobre o residuo da producdo de bioetanol apresentou
aproximadamente 22% de inibicdo do radical ABTS. Apds observa-se que a porcentagem de
inibi¢do se manteve estatisticamente igual até o periodo de 4 h de reagdo, enquanto que em 5 h
de grau de hidrdlise apresentou a maior poncentagem (32%) de inibi¢ao do radical ABTS sendo
diferente estatisticamente de todos os demais tempos de hidrolise.

Para os demais tempos analisados ap6s as 5 h de GH nado apresentaram diferenga
estatistica para a inibi¢do do radical ABTS. O tempo inicial de GH se apresentou diferente
estatisticamente dos demais tempos apresentando baixa atividade antioxidante se comparado
com os demais tempos de GH. Neste sentido, para alcangar maior atividade antioxidante nos
biopeptideos ¢ importante manter 5 h de reacdo mesmo que com 4 h seja alcangado o maior
GH.

Portanto observa-se que ha uma correlacdo entre o GH e a atividade antioxidante ao
decorrer da reacao de hidrélise. Segundo Elias et al (2008) o aumento da atividade antioxidante
¢ decorrente das mudangas na estrutura da proteina resultantes do processo de hidrélise
enzimatica, expondo os peptideos com propriedades antioxidantes, os quais reagem mais
efetivamente com os radicais que na proteina intacta.

A Figura 15 apresenta o coeficiente de correlagio (R?) entre o potencial antioxidante e

o grau hidrdlise.



73

Figura 15 - Coeficiente de determinacdo (R) entre o potencial antioxidante e o grau de

hidroélise.
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Observa na Figura 15 que conforme aumenta o GH aumenta o potencial antioxidante
concluindo que houve a hidrélise enzima e que os peptideos com propriedades antioxidantes
foram liberados.

Lisboa et al. (2016) e Costa et al. (2019) afirmam que a hidrélise enzimatica da Spirulina
LEB 18 foi importante para a liberagdo de biopeptideos que estavam inativos na biomassa nao
hidrolisada, mas que apresentavam alta atividade antioxidante. As autoras ainda afirmam que
os hidrolisados com alto grau de hidrolise, apresentam maior quantidade de peptideos de baixo
peso molecular e, consequentemente, maior potencial de inibi¢ao em relagdao aos hidrolisados
com baixo GH.

Costa et al. (2019) ao hidrolisar a biomassa da Spirulina LEB 18 obtiveram um GH de
61,9% e uma porcentagem de inibicdo do radical ABTS de 21,3%. Estes resultados estdo
semelhantes com este trabalho que apresentou maior GH e consequentemente maior atividade
antioxidante, em relagdo ao estudo de Costa et al (2019).

Desta forma, a hidrdlise enzimatica das proteinas presentes no residuo da producao de
bioetanol gerou um perfil de peptideos capazes de inibir o radical ABTS demostrando que a
partir de um residuo ¢ possivel obter uma fonte de biopeptideos com potencialidade de ser
aplicado em sistemas alimentares e biologicos apresentando beneficios para a saude humana,
uma vez que antioxidantes sintéticos adicionados em alimentos possuem atividade
carcinogénica e sua aplicagcdo na industria de alimentos ainda ¢ maior e predominante com

relag@o aos bioativos de fonte natural (BOZKURT, 1995).
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4.2.4 Avaliacdo de espectroscopia na regiao do infravermelho

A Figura 16 apresenta a analise de FTIR que foi utilizada para avaliar a diferenga dos
grupos funcionais presentes na biomassa de Spirulina sp. em relagdo ao residuo e ao peptideo

obtido pela hidrélise proteica.

Figura 16 - Analise de FTIR para Spirulina, Residuo e Peptideo.
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A andlise de infravermelho com transformada de Fourier para a microalga Spirulina
apresentou em sua composicdo picos referentes a presenca de proteinas em 3280 cm™! e 2924
cm’!, esta banda observada na Spirulina sio atribuidas a vibragio de estiramento -NH de amina
secundaria (proteina) e grupos funcionais -OH (hidroxilo) presentes na proteina da Spirulina
(SUGANYA et al., 2015).

As bandas observadas na biomassa de Spirulina em 1541 cm™,1397 em™, 1233 cm’!
podem ser atribuidas de amida I que resulta das vibracdes de estiramento C=0 das ligacdes
peptidicas, amida II, que resulta da curvatura do N-H e vibragdes de estiramento C-N e a cadeia
lateral de proteina COO- e a banda amida III estdo presentes, respectivamente (BATALLER e
CAPAREDA, 2018).

Bataller e Capareda (2018) avaliaram a microalga Spirulina plantensis através do FTIR
apresentando semelhangas de bandas caracteristicas de carboidratos, C-O e C-C, que ¢
observada em 1034 cm’! e também a banda de caracteristica lipidica que é observada em

1653cm™ apresentando possivel sobreposi¢do com a amida I.
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As areas de algumas bandas (Figura 15) observados na Spirulina foram alteradas apos
a produgio de bioetanol e da hidrélise protéica. A area da banda 3283 cm™ do residuo e do
peptideo aumentou ao ser hidrolisada se compararando com o pico da Spirulina.

Observa-se que em exceto a banda 1636 cm™ que permaneceu no peptideo, no residuo
e na Spirulina, as demais bandas desapareceram ao hidrolisar a biomassa microalgal, tanto com
as enzimas amilolicas quanto com a enzima protease. Isso indica que houve hidrolise nos
polissacarideos liberando principalmente glicose e demais produtos fermenteciveis (banda 1034
cm™). Além disso, ocorreu a clivagem das ligagdes peptidicas no residuo em aminoacidos livres
e outras ligacdes peptidicas de menor peso molecular (bandas 1541 cm™,1397 cm’!, 1233 cm
1) através do mecanismo de a¢do da enzima utilizada (serino-peptidase) no processo de
hidrolise, na qual age no atomo de carbono da carbonila presente na ligagdo peptidica.

Neste sentido os espectros de FTIR mostraram um resultado muito importante em
termos da eficiéncia da hidrolise de proteinas e dos carboidratos observando a auséncia de
bandas carateristicas destes componentes a partir da analise do peptideo, afirmando que o uso
de escecptros de FTIR ¢ uma boa ferramenta para avaliar a diferenca dos grupos funcionais

confimando que ocorerram hidrélises durante os processos.

4.2.5 Estabilidade Térmica

A biomassa de Spirulina, o residuo e os peptideos foram analisados termicamente e os

resultados estdo apresentados na Tabela 10 e na Figura 16, respectivamente.

Tabela 10 - Calorimetria exploratéria diferencial da Spirulina sp, do residuo e do

peptideo.
Tratamentos Tp (°C) AH (J/g)
Spirulina sp. 76,36 151,44
Residuo 96,71 1388,58
Peptideo 101,48 2248,98

Tp: temperatura do pico; AH: entalpia.

As temperaturas envolvidas no processo de desnaturacio das proteinas da Spirulina foi
76,36 °C, ja para o residuo a temperatura de desnaturacdo foi a 96,71 °C enquanto que o
peptideo apresentou desnaturacdo em 101,48 °C. Observa-se que ao hidrolisar as proteinas do

residuo a temperatura de desnaturacdo aumentou para o peptideo, sendo estd uma vantagem



76

quando este for aplicado em alimentos que requerem altas temperaturas durante o
processamento.

A entalpia envolvida no processo (AH) foi maior no peptideo (2248,98 J/g), enquanto
que para a Spirulina sp. foi de 151,44 J/g, demonstrando que com o processo de hidrolise
enzimatica a energia necessaria para que ocorresse a desnaturagdo aumentou, melhorando a
estabilidade térmica (TRIVEDI et al., 2015).

Este aumento da estabilidade pode ser decorrente das estruturas mais simples da
proteina (auséncia das estruturas terciarias e quaternarias) das ligagdes peptidicas e composi¢ao
de aminoacidos mais estdveis presentes na fracdo de menor peso molecular, aumentando a
estabilidade das moléculas diante do aumento de temperatura (SILVA, 2017).

A Figura 17 apresenta as andlises termogravimétricas para a Spirulina sp, residuo e

biopeptideo.

Figura 17 - Andlise Termogravimétrica (TGA) da Spirulina sp, residuo e biopeptideos.
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Termogramas de TGA da (a) Spirulina sp. (b) Residuo, (c) Peptideo.

A analise de TGA exibiu a perda de massa em duas fases para a biomassa de Spirulina
sp. A primeira houve uma perda menor de 13,13% em uma faixa de temperatura de 30 a 125
°C e a segunda fase uma perda maior de massa igual a 41,76% em temperaturas mais elevadas
(230 2453 °C).

Segundo Jesus et al. (2019) que avaliaram a biomassa de Spirulina sp LEB-18 e também
identificaram 2 fases envolvendo a perda de massa, a primeira na faixa de 90 °C envolvendo a
desidratacdo e desvolatizagdo e a segunda associada a decomposi¢do dos compostos presentes
na faixa de 350 °C.

A perda de massa para o residuo foi de 76,34% enquanto que para o peptideo a perda
de massa foi maior (95,40%) se comparado com a biomassa da microlgal e com o residuo. Esta
perda de massa ¢ caracterizada pela quantidade de 4agua, logo, a perda depende fortemente do
teor de umidade da amostra. Ainda assim os peptideos podem ser adicionados em processos
que envolvam temperaturas de até 100 °C garantindo suas propriedades e demostrando o

potencial de aplicacdo em alimentos funcionais.

4.2.6 Eletroforese

Na Figura 18 est4 apresentado a analise por SDS-PAGE da biomassa da Spirulina, do

residuo e do biopeptideo.
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Figura 18 - SDS-PAGE das proteinas presentes no padrdo, na biomassa da Spirulina
(S), no residuo (R) e no biopeptideo (P).
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Fonte: O autor (2019).

A analise por SDS-PAGE da biomassa de Spirulina sp., do residuo e dos biopeptideos
permitiu observar que houve diminui¢cdo da massa molecular das proteinas.

Para a biomassa de Spirulina sp observa-se varias bandas de peso molecular de 100 kDa,
15 kDa, 10 kDa e 5 kDa. O mesmo pode ser observado nas bandas detectadas para o residuo
em exceto a banda de peso molecular 100 kDa.

J& para os peptideos ndo houve a deteccio de bandas maiores que 5 kDa, indicando que
¢ possivel haver peptideos com massa molecular menor que 5 kDa. Essas mudancas ocorridas
no peso molecular sdo devido a agcdo da enzima protease durante o processo de grau de hidolise
gerando peptideos de diferentes tamanhos e sequéncia de aminoécidos, o que pode determinar
a capacidade antioxidante (Figura 14) (LISBOA et al., 2016).

Vizcaino et al. (2019) ao realizarem a analise por SDS-PAGE mostrou que em geral as
proteinas das quatro microalgas estudadas foram hidrolisadas por proteases digestivas podendo
ser adicionadas em ragdes de peixes.

Desta forma, com a analise por SDS-PAGE permitiu confirmar que ocorreu a hidrolise
das proteinas que estavam presentes no residuo da producdo de bioetanol e que naquela forma

intacta a massa molecular era maior e apresentava pouca atividade antioxidante.
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5 CONCLUSOES

O bioetanol de Spirulina sp. adionado de amido de milho produzido através do processo
de sacarificagdo e fermentacdo simultanea se apresentou como uma boa forma para diminuir os
impactos ambientais e suprir a demanda energética de combustiveis utilizando biomassas de
fontes renovaveis.

Com a utilizacdo de diferentes configura¢des de carboidratos foi possivel chegar a
efeiciéncias de 73,6% de bioetanol, diminuir o volume de enzima no processo de SSF e
aumentar a escala de producao em 10 vezes sem baixar significativamente o rendimento.

O residuo da etapa de produgao de bioetanol da microalga adicionada de amido de milho
pode ser usado para a obtengao de biopeptideos que apresentou resultados elevados de hidroélise.
O baixo peso molecular e a estabilidade frente a temperaturas maiores bem como a capacidade
antioxidante que o biopeptideo apresentou, leva a ser considerado uma boa opg¢do de
antioxidante natural.

Diante disso, este estudo demonstrou que ¢ possivel desenvolver uma biorrefinaria
integrada produzindo bioetanol e utilizando o residuo para a produg@o biopeptidios no qual ¢é
considerado um coproduto de alto valor agregado podendo ser uma alternativa para serem
incorporados no consumo de alimentos fornecendo funcionalidade e maior valor nutritivo,

agregando assim maior viabilidade e sustentabilidade no processo.
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RESUMO - O objetivo deste estudo foi realizar a sacarificacdo e fermentagdo
simultanea (SSF) da biomassa de Spirulina platensis ¢ amido de milho para produgdo de
bioetanol e utilizar os residuos do processo para a obtengdo de biopeptideos. A temperatura de
processo e os percentuais de Spirulina e amido foram utilizados como variaveis no estudo de
producdo de bioetanol por SSF. As condi¢des experimentais com melhores resultados de
sacarificacdo e producao de etanol foram utilizadas no aumento de escala (10x) em Biorreator.
Sendo o residuo do processo utilizado para a produgdo de biopeptidios através da hidrolise
utilizando protease. Foi a avaliada a capacidade antioxidante, as alteracdes dos grupos
funcionais, a estabilidade térmica e a massa molecular dos biopeptidios. Obteve-se 73 g.L ™! de
etanol em uma temperatura de processo de 30 °C, mantendo-se o rendimento durante o aumento
de escala. O residuo apresentou alto teor de proteinas (61,25%), sendo obtidos graus de
hidrolise de 86%. Os biopeptideos apresentaram 32% de inibi¢ao do radical ABTS e maior
estabilidade térmica em relacdo a biomassa de Spirulina e apresentando massa molecular menor
de 5 kDa. Demonstramos em nosso trabalho uma alta produ¢do de biopeptidios a partir de
residuos do processo de SSF, os quais podem apresentar inimeras aplicagdes na industria de
alimentos. A producdo de bioetanol por SSF apresentou bons rendimentos em baixa
temperatura ¢ o aumento de escala na produgao de bioetanol ndo afetou os rendimentos de
etanol.

PALAVRAS CHAVE: Biorrefinaria; Bioetanol; Biopeptideos; Antioxidante; Microalga.
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HIGHLIGHTS

e Demostrou-se a SSF da microalga Spirulina adicionada de amido com eficiéncias de
73,64 %;
As eficiéncias em etanol na SSF foram mantidas no aumento de escala de 10 x em
biorreator;

e A biomassa de Spirulina sp. atuou como uma fonte de nutrientes durante o processo de
SSF;

e Utilizou-se residuos do processo de SSF para a obtencao de biopeptidios;

e Os biopeptideos demostraram atividade antioxidante, estabilidade térmica e peso
molecular menor que 5 kDa.
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1 INTRODUCAO

O esgotamento das reservas de combustiveis fosseis, bem como a necessidade de
aumentar a seguranga energética, de reduzir a dependéncia do petréleo e de diminuir as
emissOes de gases de efeito estufa (GEE), levaram a esforgos significativos de pesquisa no
desenvolvimento de fontes de energia renovaveis (KUMAR; SINGH, 2019).

Em resposta ao aumento da demanda de energia renovavel, a producdo de etanol
aumentou consideravelmente em todo o mundo. As principais fontes de matérias-primas que
fornecem etanol hoje sdo o milho e cana-de-aciicar (KUMAR; SINGH, 2019).

Além destes, microalgas também estdo sendo investigadas como matéria-prima para a
producdo de bioetanol de terceira geracdo. O uso de algas como matéria-prima oferece

vantagens adicionais ao minimizar os problemas advindos da disponibilidade de terra e
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competicdo com a producdo de alimentos, ter a possibilidade de uso de dgua residuais durante
o cultivo e de capturar CO; atmosférico durante a fotossintese (ZHU; KETOLA, 2012).

A biomassa de microalgas ¢ uma fonte emergente de carboidratos e de proteina
sustentaveis que podem atender as demandas globais de consumo de proteina e producao de
bioetanol (MUYS et al., 2019). Assim, a biomassa microalgal pode ser empregada em um
contexto de biorrefinaria, no qual refere-se ao uso das biomassas a partir de fontes renovaveis
e seus residuos, de forma integrada e diversificada para a produ¢do de combustiveis, produtos
quimicos, energia e outros materiais de interesse no mercado industrial, com a gera¢do minima
de residuos e emissdes de gases nocivos.

A biomassa de Spirulina sp. pode atuar como uma fonte de nutrientes durante o processo
fermentativo, por proporcionar nutrientes para a nutricdo da levedura. Além disso, os
carboidratos de microalgas apresentam em sua forma amido e celulose e carecem de lignina, o
que facilita sua conversdao a monossacarideos em comparagdo com materiais lignocelulosicos
(HO et al, 2013). A hidrolise ou sacarificacdo sdo procedimentos que realizam a conversao
destes amidos presentes na biomassa em aglcares mais simples, visto que os amidos sdo
estruturas mais complexas e menos acessiveis aos microrganismos que irdo realizar a
fermentacdo como processo subsequente.

Um dos avangos mais importantes relacionados ao processo de produgdo de bioetanol é
a implementag¢do e desenvolvimento da sacarificagdo e fermentagdo simultaneos (SSF). No qual
a degradacdo enzimatica do amido ¢ combinado com a fermentagao da glicose obtida a partir
da hidrélise dos polissacarideos (MOJOVIC et al., 2006).

Um fator importante ¢ que a SSF utilizando microalgas gera uma grande quantidade de
residuo com alto valor proteico. O uso deste residuo pode ser destinado para a obtencdo de
biopeptidios podendo viabilizar economicamente o processo como um todo.

Estudos recentes confirmaram a aplicabilidade de biopeptideos promovendo a satude a
partir de alimentos funcionais. Silva (2016) ao isolar os biopeptideos da microalga Spirulina
sp. € ao adicionar em snacks evidenciou propriedades antioxidantes apresentando um alimento
saudavel para o consumo humano. Chatterjee, Kanawjia e Khetra (2016) mostraram que a
adicao de um hidrolisado de proteina de soro de leite a um iogurte aumentou significativamente
a enzima conversora da angiotensina e atividade antioxidante confirmando a manutencdo da
estabilidade do peptideo durante o processamento e dentro da matriz de alimentar.

Neste sentido, objetivou-se produzir bioetanol por sacarificagdo e fermentacio

simultaneas da biomassa de Spirulina platensis adionada de amido de milho, o aumento de



96

escala de processo e a obtengdo de biopeptideos com potencial antioxidante dos residuos da
producdo de bioetanol.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Spirulina sp. LEB 18
A microalga Spirulina sp. LEB 18 utilizada na forma seca, foi cedida dos cultivos

realizados na planta de produgdo de microalgas do Laboratério de Engenharia Bioquimica da

Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

2.2 Caracteriza¢ao da biomassa

Para a quantificacdo do teor de carboidrato e de proteina 5 mg de biomassa foram
suspendida em 10 mL de agua destilada e submetida a ruptura celular em autoclave por vinte
minutos a 121 °C. O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-sulfurico (Dubois
et al., 1956) e o teor de proteina foi determinado de acordo com Lowry et al. (1951). A
concentracao lipidica da biomassa foi determinada pelo método de Colla et al. (2004). O teor
de umidade e cinzas foi determinado pelos métodos oficiais de analise da AOAC (2000). O teor

de carboidratos, proteinas e lipidios foram apresentados em base seca.

2.3 Enzimas

As enzimas utilizadas em nosso trabalho para a produgao de bioetanol foram as enzimas
a-amilase (Liquozyme® Supra 2.2X) obtido de Bacillus licheniformis e amiloglucosidase
(AMG®™ 300L) obtido de uma cepa selecionada de Aspergillus niger, doadas pela Novozymes.
Para a obteng@o dos biopeptideos foi utilizada a enzima comercial Protemax 580 L (Prozyn)
que ¢ uma endopeptidase de serina de origem bacteriana Bacillus lichenformis.

A atividade enzimatica das enzimas a-amilase e amiloglucosidase foi definida como a
que libera 1 pmol de agucar redutor por mL de caldo por minuto, expressa em U = pumol mL"
1

min"' (ALVA et al., 2007). Para a enzima protease a atividade enzimatica foi definida como a

quantidade de enzima que libera 1ug de tirosina por minuto, expressa em U.mL™! (MA et al.,

2007).

2.4 Estratégias para a producao de bioetanol pelo processo de sacarificacao e fermentagao
simultaneas (SSF)
Foi utilizada a concentracao de 20% (m/v) de biomassa para a sacarificacdo enzimatica

e fermentacdo simultaneas, porém se observou-se que a baixa concentracao de carboidratos na
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biomassa de Spirulina sp. (11%) resultou em rendimentos de etanol baixos (28,1%). Neste
sentido, foi adicionado amido de milho que ¢ uma boa fonte de carboidratos de facil conversao
e a biomassa de Spirulina sp. atuou como fonte de nutrientes e de carboidratos durante a
fermentacao.

Além das concentragdes de substratos para o processo de SSF, a eficiéncia de bioetanol
pode ser afetada pela temperatura do processo, uma vez que as leveduras atuam em
temperaturas mais baixas (30 °C), se comparado com a temperatura 6tima de atuagdo das
enzimas amiloliticas (50 °C). Devido as diferengas entre essas temperaturas realizou-se uma
pré-hidrolise dos substratos na temperatura 6tima da atuagao da enzima a-amilase por 2 h a 50
°C e apo6s adicionou-se a enzima amiloglucosidase na temperatura de cada ensaio (Tabela 1)
buscando altas eficiéncias de bioetanol.

A Tabela 1 apresenta o delineamento experimental utilizado para a realizacdo da SSF

utilizando-se amido de milho e biomassa de Spirulina sp como componente do meio de cultivo.

Tabela 1 - Variag¢do das concentragdes de amido de milho, biomassa de Spirulina e da

temperatura.
Ensaios Concentracio (iizn;e?:;;:‘;io Carboidrato Carboidrato Temperatura
de Amido (%) f" A Total (%)* (g CHO/L) O
(1)

1 5 15 6,68 66,8 30
2 10 10 11,12 111,2 30
3 15 5 15,56 155,6 30
4 5 15 6,68 66,8 40
5 10 10 11,12 111,2 40
6 15 5 15,56 155,6 40

*levando em consideragdo a concentragdo de carboidrato presente na biomassa de Spirulina de 11,23%.

Devido as diferencas usuais entre as temperaturas do processo de sacarificacao (50 °C),
e fermentacdo (30 °C), realizou-se uma pré-hidrolise dos substratos na temperatura 6tima da
atuacdo da enzima o-amilase por 2 h a 50 °C e apds adicionou-se a enzima amiloglucosidase
na temperatura de cada ensaio.

Utilizou-se 0,15 mL de extrato enzimatico de cada enzimapor grama de carboidrato
presente no ensaio. Os ensaios foram realizados em duplicata em mesa agitadora a 130 rpm em
erlenmeyers de 500 mL, com um volume de trabalho de 300 mL. As suspensoes de Spirulina
foram conduzidas a etapa de ruptura celular da biomassa pelo método de congelamento e

descongelamento por 24/24h (REMPEL et al., 2018), sendo adicionadas posteriormente as
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concentragdes de amido de milho conforme cada ensaio. O pH dos meios foram ajustados para
5,0.

Os meios de cultivo foram autoclavados a 121 °C por 20 min, promovendo a
gelatinizagdo do amido e dos carboidratos microalgais. Apds arrefecimento, realizou-se a etapa
de pré-hidrolise (a-amilase) (durante 2 h) e ao término foi adicionada a enzima
amiloglucosidase e os indculos da levedura S. cerevisiae CAT-1 com uma razao de inoculagao
de 10%.

Foram coletadas amostras no tempo zero, ap6s 2 h de pré-hidrolise e a cada 12 h para a
determinagdo da concentragao de actcares redutores (AR) e concentracao de etanol. Os ensaios
foram encerrados ap0s a estabilizacao da concentracao de bioetanol e de AR.

A concentracdo de AR foi quantificada pelo método 3,5 DNS (MILLER, 1959). A
determinagdo da concentragdo de etanol foi realizada através destilacio da amostra por
microdestilador de bancada da marca Tecnal modelo TE-012, seguido do procedimento da
reacdo do etanol com dicromato de potassio e determinadas as absorbancias das amostras por

espectrofotometro a 600 nm, contra um branco reacional (SALIK; POVH, 1993).

2.4.1 Aumento de escala para a producdo de bioetanol

O aumento de escala para a produ¢do de bioetanol a partir da biomassa Spirulina sp.
adicionada de amido de milho foi realizado em Biorreator Tec Bio Flex, nas condigdes dos
melhores resultados obtidos nos ensaios realizados anteriormente. O volume de trabalho foi de
3 L e foram controlados durante o processo de SSF os parametros de: pH, oxigénio dissolvido
(OD), temperatura e agitacdo. Com o aumento da escala a quantidade de enzima foi previamente
estudada afim de diminuir sua concentracdo, visando tornar o processo vidvel em escalas
maiores. Neste sentindo utilizou-se 0,25 (v.v'!) de cada enzima amilolitica.

Foram coletadas amostras no tempo zero, apds 2 horas de pré-hidrolise e a cada 12 horas
para a determinagdo da concentragdo de actcares redutores (AR) e concentracdo de etanol. Os
ensaios foram encerrados apds 60 horas de SSF.

Ao término da SSF foi realizada uma centrifugacao a 3640 x g por 15 min, separando o residuo
do fermentado. Este residuo gerado do processo de SSF foi estudado para a produgdo de

biopeptideos.

2.4.2 Célculos de eficiéncia na producao de bioetanol
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Para todos os ensaios da produgdo de bioetanol utilizando o processo de SSF foram
calculados eficiéncia na formagao de etanol e a eficiéncia de pré-hidrolise através da Equacao

1.

ARgerado em2h (%)

(Mpiomassa)X (CHO) x 1,1
v

EPH (%) =

x 100 (1)

Sendo:
EPH (%): Eficiéncia de pré-hidrolise;
AR gerado em 20 (2.1 ): Aglicares redutores obtidos apds hidrélise (g.L);
CHO (g.L™"): Carboidratos presentes na SSF (g.L!);
1,1: Conversio de carboidratos em g.L! de glicose.
V (L): Volume dos ensaios.
A eficiéncia (n) na formagao de etanol foi obtida através da Equacao 2 (HANG; LEE;
WOODAMS, 1981).

AE
n (%) - 0,511 x (CHO)x 1,1 x 100 (2)

Sendo,
AE: Variagio da concentracio de etanol (g.L'!);
CHO: Concentragdo de carboidratos presente na fermentagio (g.L™);

1,1: Conversio de carboidratos em g.L™! de glicose.
2.5  Obtengao de biopeptideos

2.5.1 Caracterizacdo quimica do residuo

Os residuos da produgdo de bioetanol realizada no Biorreator Tec Bio Flex foram
caracterizados quanto ao teor de proteina, lipideos, umidade e cinzas utilizando a metodologia
descrita pela AOAC (2005). Os carboidratos foram determinados por diferenca. A
determinagdo de proteina foi avaliada no inicio e no fim do processo SSF com o intuito de
subtrair o valor da proteina presente na levedura e nas enzimas adicionadas. Além disso os
valores de proteina serviram como base de célculo para a quantidade de enzima que foi

necessaria para ocorrer a hidrolise proteica.

2.5.2 Hidrdlise proteica
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Os parametros de hidrdlise enzimatica utilizados neste trabalho foram de acordo com
Lisboa et al., (2014). Para a obtencao dos hidrolisados foram utilizados 15,4 g de residuo gerado
da SSF em 100 mL de tamp3o bicarbonato-carbonato de soédio (pH 9,5) e 5 U.mL™! da enzima
protease. Os ensaios em duplicata foram dispostos em incubadora orbital a 180 rpm em
temperatura 6tima de atividade da enzima (60 °C). Aliquotas foram retiradas a cada hora para
quantificagdo do grau de hidrolise, em um total de 8 h de reacdo. A enzima foi inativada

termicamente a 85 °C por 10 min.

2.5.3 Determinagdo do grau de hidrélise das proteinas

O grau de hidrélise (GH) foi determinado entre um periodo de 0 a 8 h. Transcorrido
cada tempo, aliquotas de 1 mL do hidrolisado foram adicionadas de 9 mL de solucdo de acido
tricloroacético (TCA) 6,25% e deixadas em repouso por 10 min. Ap6s, foram centrifugadas por
5 min a 3300 x g para remog¢ao do material insoluvel precipitado pelo TCA. Determinou-se o
teor de proteinas soluveis do sobrenadante utilizando o método de Folin-Lowry, expresso em
mg de albumina.

O grau de hidrdlise foi estimado segundo o método descrito por Hoyle e Merrit (1994)
com modificagdes, sendo expresso pela quantidade de proteinas soltiveis no TCA antes e apos
a adicdo da enzima em relag@o a quantidade de proteina total presente na amostra, e calculado
segundo a Equagao 3.

GH (%) = <w) x 100 ®)

Ptotal

Sendo, o branco, PSy corresponde a quantidade de proteina solivel em TCA 6,25%
antes da adi¢do da enzima; PS; ¢ a quantidade de proteina soluvel em determinado tempo apds
a adi¢do da enzima e Pyl € a quantidade de proteina total na amostra determinada pelo método

de micro-Kjeldahl (AOAC, 2005).

2.5.4 Caracterizagdo dos biopeptideos

Os biopeptideos produzidos foram caracterizados através da avaliacdo do potencial
antioxidante pelo método do radical ABTS (acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfonico).

O radical catidonico ABTS foi preparado a partir da reagdo da solucdo estoque de ABTS

(7mmol/L) com a solu¢do de persulfato de potéssio (2,45 mmol/L), ambas solucdes dissolvidas
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em agua a uma razao de 1:1 (v/v) (RE et al., 1999). Essa solu¢do permaneceu em repouso no
escuro, a temperatura ambiente, entre 12 a 16 h antes da utilizagao.

O espectrofotdometro foi zerado com metanol a 734 nm para a leitura das amostras. Para
a leitura da absorbancia do ensaio branco (ABSpranco) €m espectrofotometro, 200 pL deste
radical formado foi diluido em etanol 96° até obter uma absorbancia de 0,70 nm (+- 0,05 nm)
a um comprimento de onda de 734 nm. Em ambiente protegido da luz, foram adicionados 10
uL das amostras em 1000 puL do radical ABTS diluido, seguido de homogeneizagao em agitador
por 5 segundos e permaneceu em repouso no escuro por 6 min para reagir. Apds foram
realizadas as leituras das absorbancias (ABSamostra), €m triplicata, utilizando cubeta de 1mL.

O percentual de inibi¢cao do radical ABTS foi calculada a partir da Equacao (4).

o ABS — ABS,
% Inibigdo = (“2-brance_Bumostra 1)) )
ABSpranco

As caracteristicas da estrutura molecular, estabilidade térmica (DSC) e perda de massa
(TGA) para as amostras de hidrolisado proteico, residuo da produgdo de bioetanol e da
biomassa de Spirulina sp., foram analisadas por FTIR com um instrumento modelo Cary 630
da Agilent Tecnologies em que as amostras foram pressionadas sobre um cristal Zn-Se e a
transmitancia registrada em uma faixa de 4000 a 650 cm . As curvas termogravimétricas e
calorimétricas foram obtidas em um simulador de analise térmica (STA 6000, Perkin Elmer).

Além dessas andlises a biomassa de Spirulina sp. LEB 18, o residuo e os biopeptideos
foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) de acordo com o método de LAEMMLI (1970). Foi utilizado um gel de separagao a

15%. As proteinas foram coradas com a solucdo corante 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250.
2.6 Andlise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA), Teste de Tukey bem como a comparacao de médias
entre as amostras foram realizadas utilizando o software Statistica® 7.0 em nivel de confianga
de 95%, (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao quimica da biomassa algal
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A caracterizacdo da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 em base seca apresentou com
74,53% de proteinas, 11,23% de carboidratos, 2,89% de lipidios e 14,11% de cinzas.

Dentre todos os componentes da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 se destaca o alto
teor de proteina. Se comparada com base na legislagdo brasileira para produtos proteicos de
origem vegetal, a qual define que a proteina concentrada de soja deve conter no minimo 68,0%
de proteinas em base seca (BRASIL, 2005), a fragdo proteica neste estudo indica ser uma boa
fonte alimentar podendo ser considerada um concentrado proteico.

E importante destacar que dependendo do meio de cultivo, podem ocorrer variagdes na
composi¢do quimica das biomassas, especialmente em relacdo aos teores de proteinas e
carboidratos, no caso da Spirulina platensis (SALLA et al., 2016). A biomassa utilizada neste
trabalho apresentou baixos teores de carboidratos, devido ao cultivo ndo ter como principal
objetivo o acimulo de carboidratos na biomassa, o que influenciou no rendimento de bioetanol.
Neste sentido a adi¢do de amido de milho em nosso estudo, tornou-se relevante para a produgao

de bioetanol pelo processo de SSF.

3.2 Sacarificacdo e fermentacdo silmultanea utilizando biomassa de Spirulina sp e amido de
milho na producdo de bioetanol

A Figura 1 apresenta os resultados de concentracdo de bioetanol e concentragcdo de
acucares redutores obtidas ao longo das 72 h de processo de sacarificagdo e fermentacdo

simultaneas, temperatura de 30 e 40 °C.

Figura 1 - Perfil da producdo de bioetanol e de acucares redutores durante o processo

de SSF.
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(a) 5% de amido + 15% Spirulina, (b) 10% de amido + 10% Spirulina e (c) 15% de amido + 5% Spirulina,
respectivamente, na temperatura de 30 °C. (d) 5% de amido + 15% Spirulina, (¢) 10% de amido + 10% Spirulina
e (f) 15% de amido + 5% Spirulina, respectivamente, na temperatura de 40 °C.

Verificou-se que quanto maior a quantidade de carboidratos no meio de cultivo, maiores
foram as concentragdes de agucares redutores apos as 2 h de pré-hidrolise devido a fonte de
carboidrato ser maior e a enzima a-amilase estar atuando em sua temperatura 6tima de 50 °C.

A inoculagdo da levedura ocasionou a redu¢do da concentracao de agticares redutores ja
no tempo de 12 h chegando préximo a zero na maioria dos ensaios a 30 °C. Segundo Eklund e
Zacchi (1995) esta ¢ uma das caracteristicas das sacarificagdes e fermentagdes simultaneas e
que apresentam vantagens se comparado com o processo de sacarificacdo e fermentacdo
separadas (SHF) pois estas apresentam altas concentracdes de glicose e podem vir a inibir a
fermentagdo do bioetanol durante o processo.

Assim conforme foram sendo sacarificados o amido de milho e o amido microalgal, as

células da levedura Saccharomyces cerevisiae por estarem em sua fase exponencial de
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crescimento e em temperatura 6tima (30 °C) utilizaram os agucares redutores para seu proprio
crescimento e producao de etanol.

Singh et al. (2018) durante o processo de SSF a partir da microalga Chlorella sp.,
produziram 30,47 g.L! de bioetanol e observaram uma tendéncia semelhante de diminui¢io na
concentracao de agucares redutores em 12 h. Os autores iniciaram a SSF apresentando uma
concentra¢do 100 g.L! de AR e ao final do processo 98,8% de AR tinham sidos consumidos.

Ja para os ensaios realizados a 40 °C apresentaram maiores concentracdes de AR apods
as 12 h de SSF independente da concentragdo utilizada de amido e de Spirulina. As altas
concentracdes de AR podem estar relacionadas com a temperatura que estes ensaios ocorreram,
no qual estao fora da temperatura 6tima da levedura, porém mais proxima da temperatura 6tima
da a¢do das enzimas amiloliticas (50 °C). Neste caso supde-se que a levedura ndo se adaptou e
seu desenvolvimento de células e a formagao de produto foram afetadas.

Os ensaios realizados com 5% de amido + 15% Spirulina (a) e ensaio com 10% de
amido + 10% Spirulina (b) na temperatura de 30 °C ndo apresentaram diferenca significativa
(p>0.05) entre os tempos de SSF para a produgdo de bioetanol. Nestes ensaios a produgdo de
bioetanol a partir das 12 h até o periodo final manteve-se constante durante toda a SSF.

J& para o ensaio com 15% de amido + 5% Spirulina (c) pode-se observar que houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos periodos iniciais (12 a 24 h) e nos tempos de 48
a 60 h, observando-se que a concentragdo de bioetanol aumentou até o maximo de 64,4 g.L"!.
Ao compararem-se os 3 ensaios na condi¢ao de temperatura de 30 °C, observa-se que o ensaio
“c” com 15% de amido + 5% Spirulina apresentou a maior geragdo de bioetanol ao longo do
processo de SSF (73,64% de eficiéncia de conversdo). Estes valores justificam-se pelo fato
deste apresentar maior concentra¢ao de carboidrato e ser realizado na temperatura de 30 °C,
beneficiando o desenvolvimento da levedura e formagao de produto.

Para os ensaios com 10% de amido + 10% Spirulina (€) e 15% de amido + 5% Spirulina
(f) em temperatura de 40 °C, a producdo de bioetanol aumentou gradativamente conforme o
decorrer do processo, no entanto, a producdo de bioetanol foram inferiores em relagdo aos

ensaios com temperatura de 30 °C.



Tabela 2 - Eficiéncia de Pré-hidrolise (2 h) e eficiéncia de etanol SSF.

Eficiéncia de Pré-hidrolise

Ensaios (EPH) Eficiéncia de Etanol ()
1 34,03+1,16 46,35+2,792
2 53,67+1,85% 64,10+2,01°¢
3 56,28+2,66A 73,64+0,72¢
4 36,88+2,17° 51,08+3,57%
5 52,5242,474 53,02+0,67%
6 58,4343,624 57,80+3,122

105

Ensaio 1 - 5% de amido + 15% Spirulina a 30 °C. Ensaio 2 - 10% de amido + 10% Spirulina a 30 °C. Ensaio 3 -
15% de amido + 5% Spirulina a 30 °C. Ensaio 4 - 5% de amido + 15% Spirulina a 40 °C. Ensaio 5 - 10% de
amido + 10% Spirulina a 40 °C. Ensaio 6 - 15% de amido + 5% Spirulina a 40 °C. *M¢édia = desvio padrio, (n =
2). Letras minusculas, maiusculas e maifisculas em negrito iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga
significativas entre si a nivel de 95% de confianga entre as eficiéncias de pré-hidrélise e eficiéncias de etanol.

Observa-se na Tabela 2, que a eficiéncia de pré-hidrdlise em 2 h na temperatura 6tima
da enzima (50 °C) apresentaram eficiéncias estatisticamente iguais para as mesmas
concentracoes de fontes de carboidratos.

Ye et al. (2018) realizou a producao de bioetanol com duas fontes de matérias primas,
utilizando o processo de SSF realizou uma pré-sacarificacdo por duas horas e obteve maiores
rendimentos e principalmente reduziu a dificuldade de transferéncia de massa na carga de
solidos com a atuacao das enzimas de liquefagao.

Em um estudo de Cotana et al. (2015) realizou a etapa de pré-hidrolise por 24 h a 50 °C
e garantiu uma alta concentracdo de glicose para iniciar a fermentagdo com o inoculo de
levedura e em paralelo o meio apresentou uma boa liquefacdo da biomassa que garantiu uma
eficiente transferéncia de massa.

Além disso, neste trabalho ndo foi necessario a adicao de fontes de nutrientes durante o
processo de SSF, uma vez que além da biomassa de Spirulina sp. apresentar fonte de carbono
proporciona nutrientes disponiveis suficientes para a nutri¢do da levedura durante o processo

fermentativo evidenciado por estudos de Rempel, (2018).

3.3 Aumento de escala para a produ¢do de bioetanol a partir da biomassa de Spirulina sp com
adi¢ao de amido de milho
A Figura 2 apresenta o aumento de escala para a producdo de bioetanol em Biorreator

com 15% de amido + 5% Spirulina a 30 °C.
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Figura 2 - Perfil da produgao etanol e de agucares redutores na SSF para os ensaios
realizados em biorreator.
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Em cada figura e em cada coluna, letras iguais nao apresentam diferenca significativas entre si a nivel
de 95% de confianca (MédiatDP).

E possivel observar que as duplicatas produziram em média 55 g.L"! de etanol e ambas
apresentaram ap6s 2 horas de pré-hidrolise uma concentragio média de 70 g.L™! de aglicares
redutores.

As SSF em biorreator apresentaram uma eficiéncia média de pré-hidrolise de 40,18% e
uma eficiéncia média de etanol de 62,94%. Ao comparar a eficiéncia de etanol e a eficiéncia de
pré-hidrolise realizada no biorreator e em erlenmeyers estes apresentam-se semelhantes,
indicando que o aumento de escala de 10 vezes maior ndo ocasionou alteragdes durante o
processo de SSF.

Ainda observando a Figura 2, apds 24 h de SSF a produgao de bioetanol ndo apresentou
diferenca significativa entre os demais tempos avaliados, concluindo que 24 h de SSF ¢ o
suficiente para obter altos rendimentos de bioetanol em um unico biorreator.

Neste sentido a sacarificagdo e fermentacao simultaneas se apresenta como um bom
processo para a producao de bioetanol em larga escala, uma vez que produto ¢ produzido em

um Unico biorreator diminuindo custos com biorreatores, tempo e concentra¢dao de enzima.

3.5  Caracterizagdo quimica do residuo do bioprocesso
A caracterizagdo quimica do residuo oriundo da producdo de bioetanol realizado em
biorreator com concentragdes de 15% de amido + 5% Spirulina a 30 °C utilizando o processo

de sacarificacdo e fermentag¢ao simultaneas esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Caracterizagdo quimica do residuo da produgao de bioetaol realizada em

biorreator.
Componentes Base Umida (g/100g) Base Seca (g/100g)
Proteina 13,69+0,74 61,25+0,74
Carboidratos* 1,38+0,02 6,17+0,02
Lipideos 3,41+0,12 15,25+0,12
Cinzas 3,87+1,54 17,31+1,54
Umidade 77,65+1,36 -

Resultados de média + desvio padrao. *Resultado obtido por diferenga.

Observa-se que este residuo apresenta uma quantidade significativa de proteinas,
levando em consideracdo que além da proteina da biomassa microalgal, ha a presenca das
proteinas da levedura Saccharomyces cerevisiae e das enzimas. Ao avaliar a quantidade de
proteina no meio fermentativo antes de adicionar as enzimas amiloliticas e a levedura
Saccharomyces cerevisiae no processo de SSF observou-se em média 3,90 g/100g de proteina
em base umida. Assim, durante o processo de produgdo de bioetanol obteve-se maior teor de

proteina, gerando um residuo com maior valor proteico.

3.6  Grau de hidrélise

O melhor resultado de grau de hidrélise (GH) foi observado com 4 h de hidrdlise e apos
manteve-se constante ao longo das 8 h de reagdo, ndo apresentando diferenca significativa.

O alto rendimento do GH pode ser explicado pela acessibilidade da protease as
proteinas, visto que a enzima necessita ligar-se a superficie da molécula para ter acesso as
ligacdes peptidicas e iniciar a hidrélise (PEREIRA, 2016). A hidrélise enzimatica das proteinas
envolve uma mudanga estrutural, onde a proteina ¢ gradualmente clivada em unidades menores
de peptideos (MARTINS et al., 2009). Peptideos de menor peso molecular sao desejados pois
melhoram suas propriedades funcionais como a digestibilidade, solubilidade e capacidade de

reten¢do de agua e atividade antioxidante (DAMODARAM et al., 2010).

3.6.1 Caracterizagdo dos biopeptideos

A atividade antioxidante determinada pela inibi¢do do radical ABTS ao longo das 8 h
de reacdo apresentou a maior porcentagem de inibicdo em 5 h de GH chegando a 32% de
inibicao do radical ABTS sendo diferente estatisticamente de todos os demais tempos de
hidrolise.

Observa-se que ha uma correlagdo entre o GH e a atividade antioxidante ao decorrer da

reacdo de hidrélise. Segundo Elias et al (2008) o aumento da atividade antioxidante ¢ decorrente
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das mudangas na estrutura da proteina resultantes do processo de hidrolise enzimatica, expondo
os peptideos com propriedades antioxidantes, os quais reagem mais efetivamente com os
radicais que na proteina intacta.
A Figura 3 apresenta o coeficiente de correlagio (R?) entre o potencial antioxidante e o
grau hidrdlise.
Figura 3 - Coeficiente de correlagdo (R?) entre o potencial antioxidante e o grau de

hidrolise.
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Observa-se na Figura 3 que conforme aumenta o GH aumenta o potencial antioxidante
concluindo que houve a hidrolise enzima e que os peptideos com propriedades antioxidantes
foram liberados.

Lisboa et al. (2016) e Costa et al. (2019) afirmam que a hidrdlise enzimatica da Spirulina
LEB 18 foi importante para a liberagcao de biopeptideos que estavam inativos na biomassa nao
hidrolisada, mas que apresentavam alta atividade antioxidante. As autoras ainda afirmam que
os hidrolisados com alto grau de hidrélise, apresentam maior quantidade de peptideos de baixo
peso molecular e consequentemente, maior potencial de inibigdo em relacdao aos hidrolisados
com baixo GH.

A Figura 4 apresenta a analise de FTIR que foi utilizada para avaliar a diferenga dos
grupos funcionais presentes na biomassa de Spirulina sp. em relagdo ao residuo e ao peptideo

obtido pela hidrolise proteica.
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Figura 4 - Anélise de FTIR para Spirulina, Residuo e Peptideo.
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A analise de infravermelho com transformada de Fourier para a microalga Spirulina
apresentou em sua composi¢do picos referentes a presenga de proteinas em 3280 cm™! e 2924
cm’!, esta banda observada na Spirulina sdo atribuidas a vibra¢io de estiramento -NH de amina
secundaria (proteina) e grupos funcionais -OH (hidroxilo) presentes na proteina da Spirulina
(SUGANYA et al., 2015).

As bandas observadas na biomassa de Spirulina em 1541 cm™,1397 cm™, 1233 cm’!
podem ser atribuidas de amida I que resulta das vibragdes de estiramento C=0 das ligacdes
peptidicas, amida II, que resulta da curvatura do N-H e vibragdes de estiramento C-N e a cadeia
lateral de proteina COO- e a banda amida III estdo presentes, respectivamente (BATALLER e
CAPAREDA, 2018).

Bataller e Capareda (2018) avaliram a microalga Spirulina plantensis através do FTIR
apresentando semelhangas de bandas caracteristicas de carboidratos, C-O e C-C, que ¢
observada em 1034 cm™! e também a banda de caracteristica lipidica é observada em 1653cm™!
apresentando possivel sobreposi¢cdo com a amida 1.

As areas de algumas bandas (Figura 4) observados na Spirulina foram alteradas apos a
producdo de bioetanol e da hidrolise protéica. A 4rea da banda 3298 cm™ do residuo e do

peptideo aumentou ao ser hidrolisada se compararando com o pico da Spirulina.
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Observa-se que em exceto a banda 1636 cm™ que permaneceu no peptideo, no residio
e na Spirulina, as demais bandas desapareceram ao hidrolisar a biomassa microalgal, tanto com
as enzimas amilolicas quanto com a enzima protease. Isso indica que houve hidrélise nos
polissacarideos liberando principalmente glicose e demais produtos fermeteciveis (banda 1034
cm™). Além disso, ocorreu a clivagem das ligagdes peptidicas no residuo em aminoacidos livres
e outras ligacdes peptidicas de menor peso molecular (bandas 1541 cm™,1397 cm!, 1233 cm™
1) através do mecanismo de a¢do da enzima utilizada (serino-peptidase) no processo de
hidrolise, na qual age no atomo de carbono da carbonila presente na ligagdo peptidica.

Ao avaliar a estabilidade térmica da biomassa de Spirulina, do residuo e dos
biopeptideos através da analise de calorimetria exploratoria diferencial no qual apresentou
temperaturas desnaturagdo das proteinas para a Spirulina de 76,36 °C, ja para o residuo a
temperatura de desnaturacdo foi de 96,71 °C enquanto que o biopeptideo apresentou
desnatura¢ao em 101,48 °C.

Observa-se que ao hidrolisar as proteinas do residuo a temperatura de desnaturacdo
aumentou para o peptideo, sendo estd uma vantagem quando este for aplicado em alimentos
que requerem altas temperaturas durante o processamento.

A entalpia envolvida no processo (AH) foi maior no peptideo (2248,98 J/g), enquanto
que para a Spirulina sp. foi de 151,44 J/g, demonstrando que com o processo de hidrolise
enzimatica a energia necessaria para que ocorresse a desnaturagdo aumentou, melhorando a
estabilidade térmica (TRIVEDI et al., 2015).

Este aumento da estabilidade pode ser decorrente das estruturas mais simples da
proteina (auséncia das estruturas terciarias e quaternarias) das ligagcdes peptidicas e composi¢ao
de aminoacidos mais estdveis presentes na fracdo de menor peso molecular, aumentando a
estabilidade das moléculas diante do aumento de temperatura (SILVA, 2017).

A andlise de TGA exibiu a perda de massa em duas fases para a biomassa de Spirulina
sp. A primeira houve uma perda menor de 13,13 % em uma faixa de temperatura de 30 a 125
°C e a segunda fase uma perda maior de massa igual a 41,76 % em temperaturas mais elevadas
(230 a 453 °C).

Segundo Jesus et al. (2019) que avaliaram a biomassa de Spirulina sp LEB-18 e também
identificaram 2 fases envolvendo a perda de massa, a primeira na faixa de 90 °C envolvendo a
desidratacdo e desvolatizag@o e a segunda associada a decomposi¢cdo dos compostos presentes
na faixa de 350 °C.

Tanto para o residuo quanto para os biopeptideos a perda de massa ocorreu em uma

apenas fase. No residuo houve uma perda de massa menor (76,34 %) em relacdo ao o
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biopeptideo (95,40 %) se comparado com a biomassa da microlgal e com o residuo. Esta perda
de massa ¢ caracterizada pela quantidade de dgua, logo, a perda depende fortemente do teor de
umidade da amostra. Ainda assim os peptideos podem ser adicionados em processos que
envolvam temperaturas de até 100 °C garantindo suas propriedades e demostrando o potencial
de aplicagao em alimentos funcionais.

A anélise por SDS-PAGE da biomassa de Spirulina sp., do residuo e dos biopeptideos

permitiu observar que houve diminui¢do da massa molecular das proteinas. A andlise por SDS-

PAGE esté apresentada na Figura 5.

Figura 5 — SDS-PAGE das proteinas presentes no padrao, na biomassa da Spirulina

(S), no residuo (R) e no biopeptideo (P).

Padrao S R P

250 kDa
150 kDa

100 kDa
70 kDa

50 kDa
40 kDa

30 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa
5 kDa

Para a biomassa de Spirulina sp observa-se varias bandas de peso molecular de 100 kDa,
15 kDa, 10 kDa e 5 kDa. O mesmo pode ser observado nas bandas detectadas para o residuo
em exceto a banda de peso molecular 100 kDa.

J& para os peptideos ndo houve a deteccdo de bandas maiores que 5 kDa, indicando que
¢ possivel haver peptideos com massa molecular menor que 5 kDa. Essas mudancas ocorridas

no peso molecular sao devido a acdo da enzima protease durante o processo de grau de hidodlise
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gerando peptideos de diferentes tamanhos e sequéncia de aminoécidos, o que pode determinar
a capacidade antioxidante (Figura 3) (LISBOA et al., 2016).

Vizcaino et al. (2019) ao realizar a analise por SDS-PAGE mostrou que em geral as
proteinas das quatro microalgas estudadas foram hidrolisadas por proteases digestivas podendo
ser adicionadas em ragdes de peixes.

Desta forma, com a analise por SDS-PAGE permitiu confirmar que ocorreu a hidrolise
das proteinas que estavam presentes no residuo da producao de bioetanol e que naquela forma

intacta a massa molecular era maior e apresentava pouca atividade antioxidante.

4 CONCLUSAO

Com a utilizagdo do processo de SSF a partir de diferentes fontes de carboidratos, foi
possivel chegar a eficiéncias de 73,6% de bioetanol utilizando 15% de amido de milho e 5% de
Spirulina sp. a uma temperatura 30 °C. Nesta mesma condicao foi possivel aumentar a escala
de producao em 10 vezes sem baixar significativamente o rendimento de bioetanol.

A hidrélise enzimatica das proteinas presentes no residuo da produgdo de bioetanol
gerou um perfil de peptideos capazes de inibir o radical ABTS demostrando que a partir de um
residuo € possivel obter uma fonte de biopeptideos com potencialidade de ser aplicado em
sistemas alimentares e bioldgicos apresentando beneficios para a sautde humana, uma vez que
antioxidantes sintéticos adicionados em alimentos possuem atividade carcinogénica e sua
aplicacdo na industria de alimentos ainda € maior e predominante com relagdo aos bioativos de
fonte natural.

Diante disso, este estudo demonstrou que ¢ possivel desenvolver uma biorrefinaria
integrada produzindo bioetanol da microalga Spirulina sp. adicionada de amido de milho
produzido através do processo de sacarificacao e fermentacao simultanea que se apresenta como
uma boa forma para diminuir os impactos ambientais e suprir a demanda energética de

combustiveis utilizando biomassas de fontes renovaveis.
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ANEXOS

ANEXO A - Determinacao de carboidratos

Inicialmente foi preparada uma solucao de fenol 5%, que foi conservada em frasco
escuro e sob refrigeragdo. Para a realizagdo da andlise foi adicionado 1mL de amostra,
devidamente diluida, e foi adicionado igual volume da solu¢do de fenol. A mistura foi,
posteriormente, homogeneizada em agitador de tubos e ap6s foi adicionado SmL de acido
sulfirico concentrado. A reacao ocorreu durante 10 min, no fim, foi colocada num banho de
agua fria durante 20 min. A densidade optica foi lida em um espectrofotometro a 490 nm contra
um ensaio branco em que a amostra foi substituida por 4gua destilada. Foi construida uma curva

padrdo com concentragdes entre 4 pg.L! e 140 ug.L! de glicose (Dubois et al., 1956).
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ANEXO B - Determinacio de lipidios da microalga

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

Em seguida, foi adicionada a solugdo de KCI (0,88%) numa propor¢do de 1:4 v/v do
extrato lipidico. O extrato foi vigorosamente agitado por 1 minuto e deixado em repouso para
a separagdo das fases, descartando-se o sobrenadante. Apos, foi adicionado a solugdo de
metanol: agua (2:1 v/v), numa proporc¢ao de 1:4 v/v do extrato lipidico. O extrato obtido foi
filtrado em sulfato de sédio anidro, e acondicionado em baldes previamente tarados, apos o
extrato foi colocado em rotoevaporador para realizar a evaporagdo do solvente. Os baldes foram
mantidos em estufa a 50 °C em peso constante, ¢ os lipideos totais foram quantificados

gravimetricamente.
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ANEXO C - Determinacio de proteinas da microalga

Para a determinac¢do de proteinas da biomassa da microalga foi realizada, inicialmente,
uma curva de calibragdo com solu¢do padrao de albumina. A quantificagdo de proteinas na
biomassa foi feita apos a biomassa passar pela sonicacao em sondra ultrassonica.

Acrescentando-se 0,5mL de NAOH 1N e 0,5mL de amostra em banho termostatizado a
100 °C por 5 min. Transcorrido esse tempo os tubos foram resfriados em banho de agua fria por
10 min. Apo6s adiciona-se 2,5mL de solucdo de tartarato de sddio e potassio em conjunto com
sulfato de cobre, agita-se a amostra com o auxilio de um vortex e aguarda-se 10 minutos. Em
seguida, adiciona-se 0,5mL do reagente folin-ciocalteau diluido em agua (1:1), a amostra foi
homogeneizada com o auxilio de um vortex e mantida no escuro por 30 minutos. Apos este

periodo a absorbancia da amostra foi lida em espectrofotometro a 750 nm.



