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RESUMO

Pesquisas relacionadas aos processos de produgdo de biocombustiveis através de microalgas
designados de biocombustiveis de terceira geragdo, estdo ganhando espaco no mundo em
virtude da sua maior sustentabilidade, ja que ndo competem diretamente com a producdo de
alimentos por areas cultivaveis. A Spirulina platensis ¢ uma microalga cuja composicao
quimica ¢ conhecida, possuindo consideravel potencial para a producdo de biocombustiveis.
Para que o processo seja viabilizado € necessario que os carboidratos presentes na microalga
sejam transformados em agucares fermentesciveis, sendo que a hidrélise da biomassa de
microalgas pode ser realizada de maneira quimica ou enzimatica. A hidrolise enzimatica é
considerada um processo mais conveniente em relacdo aos demais métodos, pois podem ser
utilizadas enzimas produzidas por microrganismos, como fungos e bactérias. Intimeros
microrganismos estao no solo e na agua, apresentando caracteristicas especificas e distintas, de
acordo com as condicdes e nutrientes disponiveis para se desenvolver. Objetivou-se a sele¢ao
de bactérias que produzam enzimas amiloliticas especificas para a hidrolise dos carboidratos da
microalga Spirulina platensis. A pesquisa iniciou-se no estudo do pré-tratamento quimico-
fisico da microalga, adaptagdo, crescimento e identificagdo dos microrganismos, a produgao de
extrato enzimatico, caracterizagao e aplicagdo na microalga Spirulina platensis. Em relagdo aos
pré-tratamentos os que mais disponibilizaram carboidratos foram pré-tratamento acido a 6% de
concentracdo liberando cerca de 60% de carboidratos e pré-tratamento alcalino a 12%
disponibilizando 50% de carboidratos contidos na microalga. A partir das colunas de
Winogradsky usadas para desenvolvimento de bactérias com carater amilolitico, de 45 coldnias
isoladas 97% apresentaram caracteristicas amiloliticas, sendo selecionadas qualitativamente 10
bactérias com maior potencial amilolitico. Estas foram submetidas a fermentacao por periodo
de 7 dias para produgdo de enzimas sendo, selecionadas 4 bactérias com maior atividade
enzimatica em menor tempo de incubagdo. Os extratos enzimaticos brutos demonstraram ser
termoestaveis, sendo 2 com atividade enzimatica residual acima de 60% a temperatura de 95°C.
Os extratos foram avalidos em diferentes condigdes de pH sendo, que em pH 5,5 ¢ 6,5 obtiveram
atividade residual superior aos demais avaliados. Respectivamente os extratos enzimaticos
bruto e purificado passaram por avaliagdes de transi¢des eletronicas e transi¢des vibracionais
demonstrando moléculas constituintes de proteinas e que possuiram composi¢do organica
semelhante. Os extratos enzimaticos brutos e purificados foram avaliados em biomassa
Spirulina platensis por um periodo de 48h sendo que, um dos extratos obteve de 1,67 g/L de
acucares redutores em 24 h. Conclui-se que os extratos adquiridos possuem potencial
amilolitico na biomassa tanto quanto em amido, demonstrando carater termoestavel em altas
temperaturas, tornando inclusive estas enzimas passiveis para usos distintos, ndo apenas para
sacarificagdo de microalgas.

Palavras-chave: bactérias, extrato enzimatico, Spirulina platensis






ABSTRACT

Research related to the production processes of biofuels through microalgae called third
generation biofuels are gaining space in the world due to their greater sustainability, since they
do not compete directly with the production of food by arable areas. Spirulina platensis is a
microalgae whose chemical composition is known, with considerable potential for the
production of biofuels. For the process to be viable it is necessary that the carbohydrates present
in the microalga are transformed into fermentable sugars, and the hydrolysis of the microalgae
biomass can be carried out in a chemical or enzymatic way. Enzymatic hydrolysis is considered
to be a more convenient process compared to other methods, since enzymes produced by
microorganisms such as fungi and bacteria can be used. Numerous microorganisms are in soil
and water, presenting specific and distinct characteristics, according to the conditions and
nutrients available to develop. The objective of this work was to select bacteria that produce
specific amylolytic enzymes for the hydrolysis of the carbohydrates of the Spirulina platensis
microalgae. The research began in the study of the microalgae chemical pre-treatment,
adaptation, growth and identification of the microorganisms, the production of enzymatic
extract, characterization and application in the microalga Spirulina platensis. In relation to the
pre-treatments the ones that made the most carbohydrates were acid pre-treatment at 6%
concentration, releasing about 60% carbohydrates and 12% alkali pre-treatment, providing 50%
carbohydrates contained in the microalga. From the Winogradsky columns used for the
development of amylolytic bacteria, from 45 isolated colonies, 97% had amylolytic
characteristics, and 10 bacteria with a higher amylolytic potential were selected qualitatively.
These were submitted to fermentation for 7 days for the production of enzymes, being selected
4 bacteria with higher enzymatic activity in a shorter incubation time. The crude enzymatic
extracts showed to be thermostable, 2 with residual enzymatic activity above 60% at 95 ° C.
The extracts were evaluated in different pH conditions, being that at pH 5.5 and 6.5 they
obtained residual activity superior to the others evaluated. Respectively the crude and purified
enzymatic extracts underwent evaluations of electronic transitions and vibrational transitions
demonstrating molecules constituent of proteins and that they had similar organic composition.
The crude and purified enzymatic extracts were evaluated in biomass Spirulina platensis for a
period of 48h and one of the extracts obtained 1.67 g / L of reducing sugars in 24 h. It is
concluded that the extracts obtained have amylolytic potential in the biomass as well as in
starch, demonstrating a thermostable character at high temperatures, even making these
enzymes suitable for different uses, not only for saccharification of microalgae.

Key words: bacteria, enzymatic extract, Spirulina platensis
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1 INTRODUCAO

O consumo de energia para os processos humanos aumenta diariamente, sendo parte
desta energia proveniente de residuos fosseis. Em fungdo disto ha uma necessidade cada vez
maior de investigar novas formas e fontes de energia a partir de matérias-primas alternativas.
O bioetanol ¢ um biocombustivel proveniente da fermentagao de matérias-primas vegetais, tais
como milho e cana-de-acticar. Embora ele seja considerado uma fonte de energia renovavel,
ocorre a competigao direta com a producao de alimentos devido a sua forma de producdo, com
a utilizagdo de grandes areas cultivaveis.

Uma fonte alternativa para a producao de bioetanol pode ser a biomassa de microalgas,
sendo este combustivel entdo conhecido como bioetanol de terceira geragdo. As microalgas sao
microrganismos encontrados principalmente em ambientes aquaticos, sendo produtores
primarios de energia devido a suas elevadas taxas de fotossintese e ndo necessitando de area de
producao extensa. Uma microalga com potencial para estudo é a Spirulina platensis, a qual é
caracterizada como cianobactéria filamentosa e apresenta um teor de carboidratos entre 10 % a
20 %. Entretanto, se o cultivo for efetuado de maneira adequada o teor de carboidratos pode
aumentar significativamente, proporcionando um maior rendimento em agucares.

O processo de producao de bioetanol através da biomassa de microalgas ¢é realizado por
fermentagdo e, para que a mesma ocorra ¢ necessaria a hidrdlise dos carboidratos das
microalgas, pois estes estdo ligados a parede celular e ¢ imprescindivel a sua disponibiliza¢ao
para que se tornem carboidratos fermentesciveis para as leveduras. A hidrolise dos carboidratos
das microalgas pode ser realizada de modo quimico ou enzimatico, sendo que o processo
enzimatico ¢ considerado um método mais promissor, gerando menores volumes de residuos
neste processo. Este processo utiliza enzimas sacarificantes transformando polissacaridios em
acticares fermentesciveis, sendo que as enzimas sdo produzidas preferencialmente por
microrganismos.

A diversidade de microrganismos contidos nos solos e nas dguas ¢ primordial para o
ciclo sustentavel dos ecossistemas, sendo elementares no processo de fragmentacao,
decomposicao da matéria organica e na disponibilizacdo de nutrientes. Nesta diversidade
encontram-se microrganismos capazes de degradar diferentes tipos de polissacaridios, através
de enzimas amiloliticas. Amilases bacterianas podem ser produzidas por diferentes espécies de
microrganismos, sendo as derivadas do género Bacillus as mais abrangentes. As bactérias

amiloliticas s3o vastas no meio ambiente, entretanto as enzimas microbianas produzidas
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atualmente focam a hidrolise do amido, proveniente de culturas por exemplo de trigo e milho e
microalgas ndo apresentam os seus carboidratos neste mesmo tipo de estrutura sendo necessario
buscar uma enzima que possui melhor eficiéncia no processo de hidrolise do polissacarideos
sintetizados por estas.

Para produzir enzimas bacterianas de caracter amilolitico provenientes de um ambiente
fechado e com adi¢do de biomassa de Spirulina platensis, é necessario alguns parametros
tecnologicos, como um pré-tratamento da biomassa, tempo de inoculagdo no meio estudado,
coleta e investigacdo das caracteristicas das colonias de microrganismos, producdo dos
microrganismos selecionados em maior escala, produgdo dos extratos enzimaticos e avaliagdo
dos mesmos.

Esta pesquisa esta vinculada ao projeto “Produgdo de alimentos, ingredientes ¢ produtos
de interesse industrial por bioprocessos do PPGCTA-UPF”, buscando enzimas de interesse
como elemento significativo no processo de sacarificacdo da microalga Spirulina platensis.

Esta pesquisa possui a intengao de contribuir na area de ciéncia e tecnologia na procura
de microrganismos submetidos a um ambiente controlado, com capacidades catalisadoras de
substratos almejados, neste caso a procura de bactérias produtoras de amilases.

O objetivo foi selecionar bactérias produtoras de amilases provenientes do ambiente
com potencial para sacarificagdo de microalgas.

Os objetivos especificos desta pesquisa consistiram em:

a) Avaliar os efeitos ocasionados no pré-tratamento de Spirulina platensis sobre a
liberagdo de carboidratos;

b) Induzir o crescimento de bactérias amiloliticas em ambiente com adi¢do de microalga
pré-tratada;

c) Isolar e selecionar bactérias produtoras de amilases;

d) Avaliar o comportamento dos extratos enzimaticos frente ao pH e temperaturas;

e) Avaliar a eficiéncia catalitica na microalga Spirulina platensis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

O termo microalga inclui organismos de dois grupos: procariontes e eucariontes sendo
que as microalgas procariontes também sdo conhecidas como algas azuis, cloroxibactérias,
cianobactérias ou ciandfitas e as microalgas eucariontes sdo chamadas de algas verdes ou
clorofitas e diferenciam-se das cianobactérias por apresentarem nucleo e organelas envolvidos
por membranas, cromossomos ¢ células individuais geralmente maiores que as das ciandfitas
(ANDRADE et al., 2014).

As microalgas (cianobactérias) pertencem o dominio bactéria e sdo filogeneticamente
afastadas das algas eucariontes, se diferenciam-se das bactérias por possuirem clorofila o ao
invés de bacterioclorofila e apresentarem fotossistemas I e II, possibilitando a realizagdo de
fotossintese; possuem coloragcdo azulada nas células oriundo da presenca de pigmentos azuis e
vermelhos, que mascaram a colorag¢do verde da clorofila. Sdo encontradas principalmente em
ambientes aquaticos, podendo ser marinho ou continental, ou subaéreos, pois apresentam
grande versatilidade na adaptacao em diversos ecossistemas (ANDRADE et al., 2014).

De acordo com Richmond (2004) as microalgas utilizam a fotossintese para converter a
luz solar e didéxido de carbono em carboidrato para serem utilizadas como fonte de energia
sendo que, grande parte das microalgas crescem exclusivamente na fotossintese, porém,
algumas podem utilizar em carbono organico quando a luz solar ndo estd disponivel.
Consideradas como microrganismos fotossintéticos procaridticos ou eucaridticos de
crescimento rapido, estas podem viver em condigdes adversas devido a sua estrutura
multicelular unicelular ou simples (MUSSATO et al., 2010).

Microalgas convertem a luz solar, 4gua e CO2 em biomassa composta principalmente
por carboidratos, proteinas e 6leos e podem duplicar a sua biomassa em periodos tdo curtos
como 3,5 h apresentando taxas elevadas de crescimento em meios de cultura mais acessiveis
(CHISTI, 2007).

Fotossintese de microalgas é semelhante a que ocorrem em plantas superiores, sdo mais
eficientes conversores de energia solar devido a sua estrutura menos complexa outrossim, como
as microalgas possuem tamanho microscopico e crescem em cultura liquida, os nutrientes

podem ser mantidos em condigdes controladas, proporcionando os beneficios de niveis
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elevados de produtividade continua controlada, semelhantes aos obtidos em fermentacgdes
microbianas (WALKER, 2005).

As microalgas podem fornecer uma quantidade consideravel de substancias uteis,
incluindo os substancias que podem ser convertidos em biocombustiveis, pigmentos e corantes,
alimentos e ragdes, biopolimeros, biofertilizantes, pesticidas, nutracéuticos € compostos
farmacolégicos. Microalgas podem ser usadas no tratamento de aguas residuais e na detengao

da acumulagdo de dioxido de carbono no ambiente (RICHMOND, 2004).

2.1.1 Microalga Spirulina platensis

A microalga Spirulina é um organismo que é encontrado em diversas regides distintas,
sendo o seu primeiro isolamento efetuado por Turpin, em 1827. Espécies de Spirulina foram
encontradas em varios ambientes: solo, areia, pantanos, agua salobra, agua do mar e de agua
doce. Este organismo ¢ capaz de se adaptar a diferentes habitats e coloniza determinados
ambientes em que a vida de outros microrganismos ¢, se ndo impossivel, muito dificil. A
Spirulina é considerada uma cianobactéria multicelular, filamentosa e que sob o microscopio
aparece como filamentos azuis-verdes compostas de células cilindricas dispostas em nao
ramificadas, a sua forma helicoidal das tricomas ¢ caracteristica do seu género, sendo estes os
parametros variaveis de acordo com a espécie (CIFERRI, 1983).

Conforme Vonshak (1997) Anthrospira platensis (popularmente conhecida como
Spirulina platensis) ¢ uma cianobactéria que se destaca de outras devido ao perfil proteico que
fica em torno de 70% e também ser uma fonte de compostos biologicamente ativos como o
acido y-linoleico, vitaminas e pigmentos; e também formada por células dispostas ao longo de
um filamento em espiral com até 1,0 mm de comprimento.

De acordo com Schmitz (2012), o principal metabolismo da Spirulina platensis é a
fotossintese, sendo a luz solar como sua principal fonte de energia. Através da fotossintese esta
microalga converte os nutrientes em matéria celular e libera oxigénio. Os nutrientes necessarios
para desenvolvimento sdo fonte de carbono, nitrogénio, fosforo, potassio, ferro e outros
oligoelementos sendo que, os principais fatores fisico-quimicos que afetam o crescimento sdo
luz, temperatura, pH, salinidade e disponibilidade de nutrientes, sendo que os fatores biologicos
referem-se as taxas metabolicas da espécie cultivada.

Os carboidratos sdo uma ampla categoria de compostos que engloba agucares
(monossacarideos) e os seus polimeros (di-, oligo- e polissacarideos), sendo os carboidratos

reservados em espécies diferentes de microalgas como as cianobactérias sintetizam glicogénio
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que sdo (polissacarideos da maioria das algas azuis), as algas vermelhas sintetizam o amido
(hibrido de amido e glicogénio) e algas verdes acumulam polissacarideos do tipo amilopectina.
(NAKAMURA et al., 2005).

De acordo com Shekharam et al. (1987) os principais mondmeros de agucares
pertencentes na microalga Spirulina platensis ¢ 7% de xilose com , 9.3% de manose, 54.4% de

glicose e 22.3% de ramose.

2.1.2 Microalgas como fonte de energia renovavel alternativa

O conceito de biorrefinarias possui como objetivo de substituir produtos e processos
baseados em fontes de matérias-primas ndo renovaveis (exemplo, petroleo) por produtos e
processos que utilizem a biomassa renovavel como matéria-prima. O desenvolvimento de novas
tecnologias que busquem o aproveitamento de todo o potencial econdmico e energético da
biomassa ¢ importante, sendo considerada, a sustentabilidade das cadeias produtivas passando
por uma avaliagdo dos impactos ambientais, econdmicos e sociais. Setores como o energético
e quimico sdo os que melhor se enquadram para aproveitar as possibilidades técnicas e
econdmicas das biorrefinarias como o primeiro, por meio da produg@o de biocombustiveis e da
geragao de energia elétrica e, o segundo pela obtencdo de produtos quimicos de alto valor (VAZ
JR, 2011).

A Empresa de Pesquisa Energética (EPE) disponibilizou para consulta o relatorio sintese
do balango energético nacional de edicdo 2016, apresentando detalhes a contabilizagdo da
oferta, transformacdo e consumo final de produtos energéticos no Brasil, tendo por base o ano
de 2015. Com base nesse relatorio divulgou que a matriz energética brasileira ficou mais limpa,
com alta de 77,1% na geragao de energia edlica e consumo 18,6% maior de etanol, ao mesmo
tempo em que o consumo de gasolina caiu 9,5% (BRASIL, 2016).

O estudo dos metabolitos produzidos por microalgas tem permitido avango em
pesquisas relacionadas a novas fontes de energia renovavel. Microrganismos tém sido
estudados e utilizados como matéria-prima para producdo de biocombustiveis, tais como
biodiesel e bioetanol, sendo um consideravel nimero de espécies de microalgas que se tem
mostrado a habilidade de produzir gas hidrogénio a partir de energia solar e gs metano a partir
da fermentacdo da sua biomassa, sendo também explorado pelo homem para geragdo de
energia. Uma maneira simplificada da conversdo da biomassa de microalgas em

biocombustiveis ¢ exposta na Figura 1 (ANDRADE et al., 2014).
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Figura 1 - Esquema das possiveis rotas da transformagao de microalgas para produgdo de

bioenergia
Bioetanol
Fermentacao
4 . o Acetona/butano
Conversao bioquimica
da biomassa microalgal
Hidrogénio
Digestao anaerobica
- Biometano

Fonte:Tsukahara et al. (2005) e Wang et al.(2008) apud Andrade et al.(2014).

A conversdo de microalgas em biocombustiveis pode ser classificada como processo de
conversdo bioquimica e termoquimica. Os processos de conversdo bioquimicos de
biocombustivel sdo transesterificagdo e a fermentagdo, o que produz respectivamente o
biodiesel e bioetanol. Processos termoquimicos sdo categorizados como pirdlise, liquefagdo
(produz 6leo combustivel), a gaseificacdo (produz gas) e a hidrogenagdo com finalidade de
melhorar as propriedades de biocombustivel (SUALI et al., 2012).

Biorefinarias de microalgas desenvolvem a transformacdo da biomassa destes
organismos em combustiveis, sendo os carboidratos a base de microalgas, que consiste
principalmente em celulose e amido sem lignina, tornando-os uteis como fontes de carbono
sendo facilmente disponiveis para a industria de fermentagcdo, bem como produgdes de
biobutanol e bioetanol. Os principais carboidratos das microalgas sdo glicose, amido, celulose
entre outros polissacarideos, dentre estes a glicose ou amido de microalgas sd3o as mais

utilizadas para a producdo de biocombustiveis (CHEW et al., 2017).
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2.1.3 Producio de etanol a partir de microalgas

No ano de 2015 o governo do Brasil estabeleceu uma adicdo de 27% de etanol na
gasolina sendo que, esta medida levou em consideracdo o abastecimento adequado de
combustivel em todo o territorio brasileiro, a existéncia de etanol suficiente para atender a
demanda no periodo de entre safra da produgdo de cana-de-aguicar ¢ ainda a importancia de se
elevar o uso de combustivel renovavel. (BRASIL,2015).

O uso de bioetanol como combustivel de transporte pode auxiliar na redugao do acumulo
de CO; de duas maneiras distintas, deslocando o uso de combustiveis fosseis e reciclando o
COz que ¢ liberado quando é queimado como combustivel (MUSSATTO et al., 2010).

A cianobactéria Arthrospira platensis possui taxas de crescimento consideravelmente
altas, contudo o tipico teor de carboidratos de A4. platensis ¢ de 10% a 20%, porém com
limitagdo de fosforo e nitrogénio o contetido de carboidratos pode chegar a 60% a 65% na
biomassa seca. A biomassa de 4. platensis enriquecida apos sofrer limitagdes de nutrientes
exibe uma capacidade de bio-floculacdo rapida, sendo uma caracteristica considerada essencial
na colheita de biomassa. Inicialmente os polimeros devem ser hidrolisados para agucares
simples, de modo que estes podem ser fermentados pelas leveduras etanologénicas. Variados
métodos de hidrolise foram desenvolvidos e utilizados para a sacarificagao de carboidratos da
biomassa de microalgas, tais como métodos fisicos, quimicos e enzimaticos (MARKOU et al.,
2013).

A produgdo de biocombustivel derivado de microalgas obtidas por meio de fermentagao
do amido, agtcar e celulose contida na biomassa microalgas ¢ realizada conforme Figura 2

(SUALI et al.,2012).
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Figura 2 - Resumo global da producao de etanol a partir de microalgas
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Fonte: Adaptado de SUALI et al., 2012.

Bioquimicamente ha quatro principais reagdes envolvidas na fermentagdo do bioetanol
sendo, o primeiro passo um processo de glicolise, onde uma molécula de agtcar,
especificamente glicose (CsH1206), € dividido em duas moléculas de piruvato (CHCOCOO-).
A glicolise causa a reducao das coenzimas: duas moléculas de difosfato de adenosina (ADP)
sdo reduzidas a duas moléculas de ATP e duas moléculas de nicotinamida Adenina dinucle6tido
(NAD +) sdo reduzidos a duas moléculas de NADH. Este processo também produz agua e ions
hidrogénio (H*). Como segunda etapa ocorre conversio de CHCOCOO- em acetaldeido
(CH3CHO), catalisado pela piruvato descarboxilase, que produz CO: e H*. O terceiro passo ¢ a
conversdao do CH3CHO produzido em segundo passo para o etanol (C2HsO") com o auxilio da

coenzima NADH que foi produzida durante o processo de glicolise, ¢ conclui com o anion
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etanol possui propriedades semelhantes as convencionais, onde o etanol é protonado por
hidrogénio para produzir etanol (C2HsOH). Sendo que o processo de fermentagdo, o CO2 ¢

produzido como produto secundario (SUALI et al., 2012).

2.1.4 Pré-tratamento da biomassa de microalgas

Um método de romper as paredes das células das microalgas ¢ a realizagdo de um pré-
tratamento da biomassa microalgal e posteriormente uma sacarificagdo desta, sendo que este
rompimento fornece matéria-prima para o processo de fermentagao. A liberac@o de carboidratos
em acUcares fermentesciveis ocorre pela hidrélise quimica, fisica, enzimatica e a jungio de dois
métodos, atribuindo uma hidrdlise como parcial (pré-tratamento) e outra com objetivo de
extragdo maior.

O pré-tratamento da biomassa de microalga é considerado uma etapa importante, pois
com isso 0s agucares fermentaveis sao langados e disponibilizados para o processo de hidrolise
sendo que, este tratamento contribui significativamente no custo da producdo de bioetanol,
porém este processo deve ser de execucgdo acessivel e ndo deve degradar os aglicares
fermentaveis (HARUN et al., 2011).

O pré-tratamento considerado deve satisfazer os seguintes requisitos: melhorar a
formag@o de agucares ou a capacidade de formar posteriormente agticares por meio de hidrolise,
evitar a degradac@o ou perda de carboidrato, evitar a formacao de subprodutos inibidores da
hidrolise e subsequente do processo de fermentagao e ser rentavel (SILVERSTEIN, 2004 apud
MAGRO et al., 2016).

O pré-tratamento acido ¢ mais utilizado em macroalgas proporcionando eficiéncia
diferenciada na conversdo de celulose ¢ nas microalgas para romper células das cianobactérias.
Durante o pré-tratamento, varios parametros influenciam significativamente na quantidade de
agucares fermentaveis liberados, como o tempo, temperatura e concentragdo de acidos. Na
biomassa de microalgas os carboidratos sdo aprisionados na parede celular e estes devem ser
liberados para posteriormente convertidos em agticares simples (HARUN et al., 2011).

O pré-tratamento alcalino é de aplicagdo similar ao pré-tratamento acido, sendo relatado
como um método preferivel devido a temperaturas e pressoes mais baixas, reduzindo o grau de
inibicdo durante a fermentagdo e atuando com custo inferior com outros métodos de pré-
tratamentos (HARUN et al., 2011).

Os métodos de pré-tratamento fisicos incluem homogeneizagao de alta pressao, micro-

ondas, ultrassom e aplicagdo de calor. Parametros que devem avaliados no pré-tratamento de
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biomassa de microalgas sdo: o custo com eletricidade, reagentes alcalino e/ou 4cido,
temperatura e tempo alcangado durante o processo, no caso de pré-tratamento enzimatico o tipo
de enzimas utilizadas (celulases, amilases), adi¢do de tensoativos durante a hidrdlise e matéria

prima utilizada (HERNANDES et al.,2015).

2.2 ENZIMAS

Enzimas sao definidas como biocatalisadores na natureza, produzidos por células vivas
para provocar reagdes bioquimicas especificas, geralmente formando parte dos processos
metabolicos da célula sendo especificas em sua acdo em substratos (ABD-EHALEM et al.,
2015).

Enzimas sdo proteinas, consideradas substancias solidas, de dificil cristalizagdo devido
sua complexa estrutura, porém ha excegdes onde algumas s3o soliveis em agua e alcool diluido
e quando solubilizadas sdo precipitadas pela adicdo de sulfato de amoénio, alcool ou acido
tricloroacético. As enzimas sao inativadas pelo calor e devido a isto sdo consideradas uma
propriedade significativa deste composto em relag@o a tecnologia (BOBBIO;BOBBIO, 2003).

A denominagdo enzima (palavra que em grego significa “em leveduras” foi dada por
Khune em 1878, época em que se acreditava que enzimas s6 eram ativas nas células vivas, o
que permaneceu até 1897, quando Buchner observou que o extrato obtido por prensagem de
células de leveduras ainda possuia a propriedade de fermentar sacarose
(BOBBIO;BOBBIO,2003)

A principal funcdo das enzimas ¢ aumentar a velocidade das reacdes. Caso houvesse
auséncia das enzimas, as rea¢des metabolicas ndo ocorreria a velocidades significativas em
condigdes fisiologicas. Reagdes enzimaticas sdo entre 10° a 10%° vezes mais rapidas do que as
correspondentes ndo catalisadas. Define-se um catalisador com uma substancia que acelera a
obtencao do equilibrio. Enzimas sdo altamente especificas para os reagentes, ou substratos,
porém este grau de especificidade varia (MORAN et al., 2013).

As enzimas sio capazes de realizar uma grande quantidade de reagdes quimicas, isso se
deve a sua estrutura globular que se entrelagam e se dobram uma ou mais cadeias polipeptidicas,
possuindo um pequeno grupo de aminoacidos para formar o sitio ativo, sendo este o local onde
adere o substrato e inicia-se a reagdo enzimatica (AGUSTI, 2013).

Enzimas sdo classificadas de acordo com o tipo de reagdes que catalisam sendo as
oxirredutases que catalisam reagdes de oxidagdo-redugdo ou transferéncia de elétrons,

transferases que transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil, carboxil, entre as



31

moléculas, hidrolases catalisando reagdes de hidrolise em ligagao covalente, as liases ocorrendo
adigao de grupos a duplas ligagdes ou remocao de grupos deixando dupla ligacdo, isomerases
com reagdes de interconversdo entre isdmeros Oticos ou geométricos ¢ as ligases que ocorre a
condensacdo de duas moléculas, necessitando de energia, geralmente do ATP.
(MONTEIRO;SILVA, 2009; AGUSTI,2013).

Enzimas podem fazer mais além de aumentar a velocidade de uma reagao isolada, pode
também combinar ou acoplar das reagdes que normalmente ocorreriam separadas, tal
propriedade permite que a energia que se ganha em uma reacdo seja utilizada para a outra
(MORAN et al., 2013). Em relaca@o a outros catalisadores, as enzimas possuem diferenciagdes
que se destacam para sua utilizacdo sendo produtos naturais bioldgicos ¢ biodegradaveis,
possuem alta especificidade nas reac¢des, ndo sdo consumidas durante o processo, conseguem
aumentar a velocidade das reagdes por diminuirem a energia de ativacao, sao estéreos seletivos

e atuam em pH e temperaturas brandas (MONTEIRO;SILVA, 2009).

2.2.1 Amilases

Alfa amilases sdo enzimas pertencentes ao grupo de hidrolases, as quais sao enzimas
que hidrolisam as ligacdes glicosidicas 0-1,4 da molécula de amido em ligagdes em amido
formando produtos de baixo peso molecular, como a glicose, maltose e unidades de maltotriose
(SOUZA et al., 2010).

As amilases podem ser divididas em duas categorias, endoamilases e exoamilases. As
endoamilases catalisam a hidrolise de uma forma aleatdria no interior da molécula de amido.
Ocorrendo a formagdo de oligossacarideos lineares ¢ ramificados de varios comprimentos da
cadeia. As exoamilases hidrolisam-se a partir da extremidade ndo redutora, resultando
sucessivamente em produtos finais curtos (GUPTA et al., 2003)

Na hidrolise do amido, a a-amilase (endo-amilase) realiza os primeiros ataques nas
ligagdes o 1,4-glicosidicas internas de amido separando a amilase e amilopectina, no qual a
amilase se rompe a maltose, glicose e amilopectina, e a amilopectina ¢ rompida novamente
formando dextrina sem limites (CHUN-YEN et al., 2013).

Sao produzidas por diversos organismos como, plantas, microrganismos ¢ at¢ o homem;
sendo que em microrganismos ha diferengas na produgdo enzimatica ¢ a obteng¢do destas
enzimas difere entre si, de acordo com suas caracteristicas fisico quimicas e como atuam sobre

os substratos (TAFARRELLO, 2004; SILVA, 2009). As enzimas amilase sdo altamente
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instaveis e perdem a sua propriedade em varias condi¢des, incluindo temperatura elevada, pH
extremo e diferentes produtos quimicos utilizados na reagdo (PAUL et al., 2017).

De acordo com Souza et al. (2010) amilases estdo entre as enzimas mais importantes e
consideradas de grande valia para a biotecnologia, constituindo uma classe de enzimas
industriais tendo cerca de 25 % do mercado mundial de enzima. Atualmente ha um grande
numero de amilases microbianas disponiveis comercialmente.

Enzima a-amilase atua, isolada ou simultaneamente, com outras enzimas amiloliticas,
apresentando importantes aplicagdes como na industria de alimentos, bebidas e na obtengao de
produtos téxteis e farmacéuticos. As a-amilases endogenas de sementes de cereais sao utilizadas
na industria de panifica¢do e cervejarias, enquanto as de origem microbiana sdo empregadas

em processos onde sdo necessarias a sacarificacdo e a liquefagdo do amido (SPIER, 2005).

2.3 PRODUCAO DE ENZIMAS MICROBIANAS

Na produgdo de enzimas microbianas, os microrganismos possuem atividade ideal nas
condigdes similares as que permitem crescimento celular 6tima. As enzimas sdo secretadas pela
célula no meio extracelular (produgdo extracelular) ou sdo retidas dentro das células (enzimas
intracelulares). Para producdo de enzimas extracelulares a mesma ocorre tanto durante a fase
logaritmica quanto em fase estacionaria do crescimento, sendo que, enzimas intracelulares sao
produzidas apenas em crescimento logaritmico e sdo liberadas apenas quando a célula softre lise
na fase estacionaria ou declinio (FELLOWS, 2006).

As amilases de microrganismos tém um amplo espectro de aplica¢des industriais sendo
mais estaveis do que quando preparados com plantas e animais. Como vantagem da utilizagdo
de microrganismos para a producdo de grandes quantidades de amilases € a economia, pois ha
capacidade de produgdo e o fato de que os microrganismos sao faceis de manipular para se obter
enzimas de caracteristicas desejadas (SOUZA et al., 2010)

Amilases sd3o de ocorréncia ubiqua, no entanto, as fontes microbianas sdo as mais
preferidas para a producgdo em larga escala. Ha4 um grande niimero de a-amilases microbianas
comercializadas com aplicagdes em diferentes setores industriais (GUPTA et al., 2003).

Bactérias cultivadas ou fungos utilizados como fonte de amilases ¢ preposto devido a
sua plasticidade e disponibilidade. As amilases bacterianas sdo geralmente optadas para o
processamento de amido sendo as espécies Bacillus tais como B. subtilis, B. stearothermophilus
, B. macerans , B. megaterium e B. amyloliquefaciens destacam-se como produtores de o-

amilase no caso de ser termoestavel utilizando fermentacdo submersa ocorrendo serem
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amplamente utilizados para a producao comercial de amilases para varias aplicagdes (ABD-
EHALEM et al, 2015; ENSHASY,2007).

Para uma produgdo comercial de enzimas a partir de microrganismos, de acordo com
Fellows (2006) deve-se observar os seguintes parametros: como 0s microrganismos devem
crescer em substrato barato, substratos disponiveis devem ser de facil aquisi¢do e quantidades
adequada e qualidade uniforme, microrganismos devem produzir alto rendimento e pouco
tempo, métodos de recuperacao devem ser simples e baratos e a preparagao da enzima deve ser
estavel. Lima et al. (2001) demonstra na Figura 3 um conjunto de processos necessarios a
producdo de enzimas comerciais, sendo considerado (neste caso) o processo fermentativo como

referéncia sendo realizada por fermentacao submersa.

Figura 3- Fluxograma simplificado da produ¢ao de enzimas microbianas
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Fonte: Adaptado de Lima et al. ,(2001).
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2.3.1 Enzimas sacarificantes de microalgas

O processo de sacarificagdo de microalgas e macroalgas se diferenciam pelas
caracteristicas que cada organismo possui como sua estrutura da parede celular, procariotos ou
eucariotos, pigmentacdo, composi¢do quimica, entre outros pois ndo existe uma padronizagao
de como se desenvolver este processo.

Alguns estudos ja demonstram resultados de enzimas provenientes de microrganismos
com capacidade de sacarificar os carboidratos de microalgas, como no caso da hidrolise
enzimatica de Chloroccum sp. usando celulase obtida a partir de Trichoderma reesei. Neste
estudo foi obtido um teor de glicose de 64,2% a uma temperatura de 40 °C, pH 4,8, ¢ uma
concentracdo de substrato de 10 g/L de biomassa de microalgas (HARUN et al., 2011).

Estudo realizado por Choi et al. (2010) a biomassa da Chlamydomonas reinhardtii
UTEX 90 foi convertida em uma matéria-prima fermentavel por duas enzimas hidroliticas
comerciais provenientes de microrganismos, a a-amilase termoestavel proveniente da B.
licheniformis origin ¢ amiloglicosidade de origem da Aspergillus niger obtendo como
resultado, 235 mg de etanol produzido a partir de 1,0 g de biomassa de algas a partir de hidrdlise
com posterior fermentagao.

No estudo de Kima et al. (2014) foi realizado o cultivo da microalga C. vulgaris em
condi¢do de estresse para aumentar o teor de carboidratos, sendo que o cultivo foi realizado
com limitagdo de nitrogénio ocorrendo aumento do teor de carboidratos de 16% para 22,4% em
base seca. Foram efetuados métodos de pré-tratamento e as enzimas foram utilizadas para
aumentar os rendimentos de sacarificagdo. A pectinase de Aspergillus aculeatus apresentou
sacarificacdo 79% ap6s 72 h a 50 °C. Usando fermentacgdo continua com levedura imobilizada,
o hidrolisado de microalgas foi convertido em etanol, com um rendimento de 89%.

Como objetivo de identificar uma nova fonte de enzimas com melhor eficiéncia
amilolitica na hidrolise de glicogénio cianobacteriano Lee et al. (2015) isolaram uma estirpe da
espécies de Trichoderma J113 e determinaram que este fungo apresentou elevada atividade
amilolitica, sendo composta por duas grandes amilases: Ayt40 e Ayt70, que foram determinadas
como uma o-amilase e uma glucoamilase, respectivamente. O grupo de enzima amiloliticas
aumentou a capacidade hidrolitica incluindo uma solugdo de manganés, obtendo como resultado
uma conversdo de 8,3 g/L de aglicar redutor com Mn?*em comparagdo com apenas 5,1 g/ L sem
Mn?* em 240 min de reagdo € uma amostra com concentragio de 20g/L.

Lee etal. (2013) avaliaram enzimas comerciais de sacarificacao quanto a sua capacidade

de hidrolisar a biomassa residual de Dunaliella tertiolecta sendo a AMG 300L
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(amiloglucosidase), Celluclast 1,5L (endocelulase), Novoprime B957 (endocelulase) e
Viscozyme L (contém arabanase, celulase, beta-glucanase, hemicelulase) foram testados como
o biocatalisador para sacarificagdo. Como resultados a sacarificagdo enzimatica utilizando
AMG 300L produziu 21,0 mg/mL de actcar redutor com um rendimento de 42% (v/v) com
base na biomassa residual em um pH 5,5 e 55 ° C.

A hidrélise enzimatica ndo possui uma similaridade entre as microalgas, tratamentos
similares ndo atuam de maneira igualitaria, conforme demonstrado em Hernandez et al. (2015).
Neste foram estudadas Chlorella sorokiniana, Nannochloropsis gaditana e Scenedesmus
almeriensis sendo submetidas a diversos pré-tratamentos. O tratamento enzimatico foi realizado
por enzimas comerciais para hidrolise de celulose (Celluclast 1,5 L e Novozyme) ¢ hidrdlise
por amilase (Liquozyme SC DS e Spirizyme). Os autores utilizaram enzimas diferentes e
conforme semelhancgas nos polissacarideos da composi¢ao na parede celular de N. gaditana e
S.almeriensis, podendo ser celulose e hemicelulose e sendo que a parede celular da C.
sorokiniana possui maior concentracdo de polissacarideos facilmente degradaveis.
Modificaram o tempo de incubacdo utilizados nos tratamentos enzimdticos sendo superiores
aos especificados nos protocolos enzimaticos com finalidade de assegurar a conclusao do
processo enzimatico ¢ a libertagdo da concentragdo maxima de agucares.

Em seu estudo Hernandéz et al. (2015) avaliaram combinacdo de pré-tratamentos
quimico e enzimatico para Chlorella sorokiniana € Nannochloropsis Gaditana. A combinacdo
produziu 128 e 129 mg/g, respectivamente e na Scenedesmus almeriensis a maior concentragao

de monossacaridos (88 mg / g).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho visou a sele¢@o de bactérias produtoras de amilases especificas para
hidrolise dos carboidratos da Spirulina platensis, sendo o delineamento experimental

apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Delineamento da pesquisa

Pré-tratamento da biomassa
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Selecdo dos microrganismos
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Produgéo da enzima
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Caracterizagdo da enzima

v

Aplicacdo dos extratos enzimaticos na

hidrélise de biomassa de microalga

Spirulina platensis

Inicialmente foi realizado um estudo para avaliar o efeito dos pré-tratamentos fisico e
quimico da biomassa da microalga Spirulina platensis sobre a liberagdo dos seus carboidratos.
Em uma segunda etapa foram preparadas diversas colunas de Winogradsky com solo e agua,
incorporando como principal fonte de carbono para as bactérias a biomassa da microalga em
diferentes situacdes, a fim de induzir os microrganismos presentes a produzirem enzimas
especificas para a hidrolise dos carboidratos presentes. Os microrganismos foram isolados e
avaliado o potencial dos mesmos para a produgdo de amilases. Na terceira etapa do trabalho as

enzimas foram produzidas em maior escala, sendo entdo testadas quanto a estabilidade térmica
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e ao pH, e os microrganismos que apresentaram maior potencial amilolitico foram identificados.
Na ultima etapa foi avaliada a atividade enzimatica sobre a biomassa da microalga Spirulina

platensis.

3.1 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA DE Spirulina platensis

Para avaliar o efeito do pré-tratamento fisico e quimico sobre a liberagdo dos
carboidratos da microalga Spirulina platensis foram realizados dois planejamentos fatoriais
completos 22 com pontos centrais.

A microalga Spirulina platensis foi cedida pelo Laboratério de Bioquimica e

Bioprocessos da Universidade de Passo Fundo, oriunda de cultivo em tanques abertos.

3.1.1 Caracterizacio da biomassa da microalga Spirulina platensis

A Dbiomassa da microalga Spirulina platensis utilizada no pré-tratamento para
inoculacdo na coluna de Winogradsky e a biomassa utilizada nos testes de hidrolise foram
caracterizadas quanto ao teor de carboidratos pelo método de Dubois et al. (1956), teor de
proteinas pelo método de Lowry et al. (1951), lipidios pelo método de Folsch et al.( 1957),
umidade de acordo com AOAC (2005) e cinzas através de carbonizagdo das amostras em bico

de Bunsen e colocadas em forno mufla a 550°C até obten¢do de massa cinza branca.

3.1.2 Pré-tratamento acido e alcalino

Os pré-tratamentos acido e alcalino foram realizados utilizando uma suspensdo de
biomassa de 5 g/L, sendo preparado no meio acido ou alcalino correspondendo aos ensaios das
tabelas 2 e 3, a suspensdo submetida a agitagdo de 200 rpm por 10 min e aquecida em estufa
por um 30 min, com posterior resfriamento até temperatura ambiente e centrifugagao 4000 rpm
por 10 min.

A partir do sobrenadante da solug@o obtido no processo de centrifugacao foi realizada a
determinagdo de carboidratos pelo método de Dubois (1956). As Tabelas 1 e 2 apresentam as
matrizes dos planejamentos experimentais reais e codificados utilizados, tendo como fatores de
estudo a concentragdo de acido e/ou base e a temperatura, sendo os niveis das variaveis

baseados em pesquisa realizada por Harun et al. (2011).
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Tabela 1 - Matriz do planejamento experimental estabelecido para avaliar o efeito do

pré-tratamento acido e da temperatura sobre a biomassa da microalga Spirulina platensis.

Ensaio Concentracao de H2S04 (%) (x1) Temperatura (°C) (x,)
1 2 80 (1
2 6 (+1) 80 (1
3 2 (1 120 1y
4 6 (+1) 120 ¢+1)
5 4 (0) 100 (0

Tabela 2 - Matriz do planejamento experimental estabelecido para avaliar o efeito do

pré-tratamento alcalino e da temperatura sobre a biomassa da microalga Spirulina platensis.

Ensaio Concentracao de NaOH (%) (x1) Temperatura (°C) (x2)
1 4 ¢ 80 ¢1)
2 12 (+1 80 (1
3 4 @ 120 (+1)
4 12 1y 120 1y
5 8 (0) 100 (o)
6 8 (0) 100 (o)

3.2 ADAPTACAO E SELECAO DOS MICRORGANISMOS

Para a obtencdo de bactérias produtoras de enzimas amiloliticas especificas para a
hidroélise dos polissacarideos da biomassa de Spirulina platensis foram montadas colunas de
Winogradsky.

O solo e a 4gua foram coletados na area do Zoologico da Universidade de Passo Fundo,

sendo os mesmos caracterizados em relagdo aos nutrientes presentes.

3.2.1 Caracterizacao fisico-quimica do solo e da agua

Apos a coleta o solo foi submetido a secagem a 50°C por periodo de 48 h, peneirado ¢
homogeneizado e caracterizado. A 4gua ficou mantida sob refrigeragdo até o momento da
montagem das colunas. O solo foi avaliado quanto ao pH , teor de fosforo, nitrogénio total e
carbono organico presentes, técnicas descritas em Tedesco et al. (1995).

A 4gua que foi coletada e refrigerada até analises de pH , teor nitrogénio total, matéria

organica e fosforo (APHA,1991).
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3.2.2 Montagem das colunas de Winogradsky

A coluna de Winogradsky ¢ considerada um modelo de ecossistema microbiano que
possui vantagens em ser utilizado como um sistema para estudar dindmicas microbianas,
interacdes e diversidade sendo, um ecossistema autossustentavel, fechado, dependente apenas
da entrada de luz como uma fonte de energia exdgena que permite estudos de curto ¢ longo
prazo. Se preparadas a partir da mesma fonte de sedimento formam comunidades reprodutiveis,
que podem ser mantidas e manipuladas em condi¢des controladas com formagao de gradientes
por tempo e espago proporcionando uma oportunidade para avaliar o desenvolvimento, a
alteragdo e a resposta da comunidade microbiana as variaveis ambientais (ESTEBAN, 2015).

A construgdo das colunas de Winogradsky foi realizada em frascos herméticos de vidro
com capacidade de 2 L, sendo que inicialmente foram colocados aproximadamente 300 g de
solo seco na coluna, apos foi adicionado cerca de 100 mL de agua e estes homogeneizados,
colocando-os na parte inferior do frasco formando uma mistura compactada. A seguir, em 500
g de solo seco adicionou-se a microalga submetida aos pré-tratamentos, equivalente a 1% de
biomassa de Spirulina platensis em relagdo ao solo seco, sendo adicionada a biomassa e o
sobrenadante do pré-tratamento, apds colocou-se aproximadamente 125 mL de agua.

De acordo com Madigan et al. (2016) as colunas podem ser suplementadas com um
composto ndo habitual, quando se deseja testar a hipotese da existéncia naquele indculo de um
organismo ou organismos capazes de degrada-lo.

Posteriormente foram adicionados cerca de 500 mL de dgua para finalizar a montagem
da coluna de Winogradsky, sendo fechadas com gaze e armazenadas sob iluminagdo natural e
em temperatura ambiente.

Foram construidas 5 colunas distintas, sendo que a biomassa de Spirulina platensis que
foi incorporada a cada uma foi proveniente das seguintes situacoes:

a) Uma coluna com biomassa sem pré-tratamento;

b) Uma coluna com biomassa pré-tratada que apresentou o maior grau de hidrolise no

pré-tratamento acido;

¢) Uma coluna com biomassa pré-tratada que apresentou o menor grau de hidrolise no

pré-tratamento acido;

d) Uma coluna com biomassa pré-tratada que apresentou o maior grau de hidrolise no

pré-tratamento alcalino;

e) Uma coluna com biomassa pré-tratada que apresentou o menor grau de hidrolise no

pré-tratamento alcalino.
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O processo de verificagdo de crescimento de bactérias almejadas foi efetuado
aproximadamente 90 dias ap6s a montagem das colunas de Winogradsky, sendo entdo realizado

o0 isolamento dos microrganismos presentes nas colunas.

3.2.3 Isolamento dos microrganismos

Foram retirados dos frascos amostras com cerca de 1 mL na fase liquida, na fase aerada
e na fase compactada da coluna, sendo estes diluidos em solugdo salina 0,85% até 10, Das
diluigdes seriadas foi inoculados 0,100 pL inoculados em placas de Petri com meio especifico
sendo espalhadas com alcas de Drigalsky.

O meio especifico continha CaCl, 0,05g/L, NH4Cl1 0,10 g/L, MgS0O4 0,05 g/L, KoPO4
0,40 g/L, agar bacteriologico 15 g/L e solu¢ao de amido de 1% de conforme descrito por Jesus
(2013). Posteriormente as placas de Petri foram incubadas a 37°C por periodo de 24 horas.

As colonias selecionadas foram isoladas pelo método de esgotamento por estrias, e
incubadas a 37°C, por 48 horas. Apds periodo de incubagdo, as colonias foram repicadas e

isoladas em placas de petri e tubos de ensaio contendo o meio de crescimento para manutengao.

3.2.4 Sele¢ao preliminar de bactérias com atividade amilolitica

As coldnias bacterianas foram submetidas a teste de verificagao de atividade amilolitica
determinada através da formacao de halo transparente em torno das colonias, com a adigdo de
2 mL de solugdo de lugol (I> 0,5 g, KI 1,0 g e 300 mL de H»0 destilada) sobre a placa de Petri
conforme descrito por Jesus (2013) e Tafarello (2004).

O meio utilizado continha amido (amilose e amilopectina), ¢ o lugol em contato com
amido reage, tornando azul onde ha composigdo desta substancias. Se a colonia inoculada for
de carater promissor na produgdo de enzimas amiloliticas, esta hidrolisa a amilose e a
amilopectina, transformando-as em moléculas menores, sendo que essas moléculas nao formam

cor em contato com o lugol, ficando da cor de meio que foram inoculadas.

3.2.5 Identificacdo das bactérias

As cepas foram parcialmente caracterizadas pelo método de coloragdo de Gram, sendo

verificado o aspecto das colonias e caracteristicas morfoldgicas em microscopia 6tica.
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3.3 PRODUCAO DAS ENZIMAS AMILOLITICAS

As bactérias que apresentaram o maior potencial de atividade amilolitica foram

utilizadas para a producdo de enzimas amiloliticas em meio liquido.

3.3.1 Producio da enzima

Os microrganismos selecionados foram inoculados em erlenmeyers contendo meio PC
(peptona C, extrato de levedura e glicose como fonte de carboidratos), para melhor
desenvolvimento das bactérias. A incubagio foi realizada a 37°C pelo periodo de 12 horas, com
agita¢do de 130 rpm, sendo este cultivo denominado pré-indculo.

O crescimento bacteriano no pré-indculo foi determinado pela turbidez das suspensoes
bacterianas conforme escala na tabela de MacFarland (0,4 corresponde a absorbancia 0,669 em
comprimento de onda de 660 nm, proporcional a 1,2 x 10° UFC/mL) conforme Moubayed et
al. (2016); Tehran- Mahjoubin et al.(2016).

Ap6s o preparo do pré-indculo este foi adicionado em erlenmeyers (10% v/v) com meio
contendo peptona C, extrato de levedura e 2% de amido como fonte de carboidratos. O cultivo
foi mantido por 48 horas, sendo retiradas amostras a cada 24 horas para avalia¢ao da produgao
de enzimas amiloliticas.

As amostras coletadas (4 mL) foram centrifugadas a 4000 rpm por periodo de 10
minutos e o sobrenadante foi utilizado para determinacao da atividade enzimatica (Figura 5),

Este foi designado como extrato bruto enzimatico.
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Figura 5 — Delineamento da producao de enzima
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3.3.2 Purificacao do extrato enzimatico bruto

No extrato bruto obtidos dos cultivos, foi adicionado sulfato de amonio até 80% de
saturacdo (que corresponde a 56,5g de sulfato de amonio a cada 100 mL de extrato bruto). O
sulfato de amdnio foi adicionado lentamente no extrato enzimatico sob agitagdo e resfriamento,
apos a adi¢do do sal a mistura foi condicionada em repouso overnight a 4°C. Apos periodo de
reagdo, a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por periodo de 30 min, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em agua destilada e a solugdo obtida utilizada para

determinacdo da atividade enzimatica. Este extrato foi designado como extrato purificado.

3.3.3 Determinacio da atividade sacarificante

A determinagdo da atividade enzimatica do extrato bruto e purificado foi efetuada pela
produgdo de agticares redutores, conforme Miller (1959).
De acordo com Rodrigues (2016), o método consiste em inocular 1 mL de extrato

enzimatico em 1 mL de solu¢do de amido 1 % preparado em tampao fosfato 0,5 M e pH 7,0.
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Esta mistura foi incubada por 30 min a 37°C. Apos adicionou-se 2 mL de NaOH 1 mol/L e
colocou-se em banho termostatizado a 100°C para estagnar a reagdo enzimatica, ¢ posterior
banho de gelo. Foi retirado 1 mL desta solucdo e adicionado de 1 mL de reagente de DNS (acido
dinitrosalicilico) em um tubo de ensaio, seguido de banho termostatizado a 100°C por 5 min e
posterior banho de gelo. A mistura foi avolumada até 10 mL e a leitura da absorbancia sera feita
em 546 nm. Para determinacao do branco (agticares redutores iniciais) foi realizado adicionando
1 mL de solugdo tampdo fosfato 0,5M e pH 7,0 sem a adicdo de amido e 1 mL extrato
enzimatico e submetido aos mesmos procedimentos descritos no método.

Os resultados de absorbancia foram transformados em agucares redutores através da
uma curva padrdo de glicose.

1 U unidade ou atividade enzimatica foi definido como 1 mg de agucar redutor por litro
de meio por minuto nas condi¢des do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada conforme a
equacao 1.

AA = 4R ] (1)
VXt

Sendo:

AA: atividade amilolitica (U)

AR: agucares redutores formados — aguicares redutores iniciais
V: volume de extrato enzimatico utilizado (mL)

t: tempo de reacdo (min)

3.3.4 Determinacio da atividade enzimatica especifica

A determinagdo da proteina foi realizada com o proposito de verificar a atividade
especifica (U/mg proteina) dos extratos enzimaticos sendo, que foi realizado nos extratos brutos
e purificados. O método de determinacdo de proteinas por Kjedahl (AOAC, 2005).

A atividade especifica dos extratos enzimaticos foram calculados de acordo com a
equacao 2.

AE = — 1441 @

[Proteinal]
Sendo:
AE = Atividade especifica (U/mg proteina)
AA = Atividade amilolitica (U/mL extrato)

Proteina = Concentrag@o de proteina no extrato enzimatico ( mg proteina/ML extrato)
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3.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS

Os extratos enzimaticos, o extrato bruto e o extrato purificado foram submetidos a
avaliagdo em FTIR - Espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier(equipamento
FTIR Cary 630 da empresa Agilent Technologies) afim de verificar a presenca de bandas
representativas de proteinas ¢ o extrato purificado submetido a avaliagdo UV/VIS —

Espectrofotometria no Ultravioleta Visivel para verificar picos de absor¢ao significativas.

3.4.1 Avaliacao dos extratos quanto a temperatura e ao pH

O extrato bruto enzimatico foi avaliado quanto ao pH e estabilidade a temperatura, sendo
estes pardmetros considerados fatores que influenciam na velocidade das reagdes enzimaticas.

A reagdo enzimatica ¢ realizada dentro de limites estreitos de pH, sendo que cada reagio
possui um pH 6timo no qual a enzima apresenta atividade maxima, valores extremos de pH
desnaturam proteinas, inativando-as (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Os extratos brutos obtidos dos microrganismos com maior potencial de producdo de
enzimas amiloliticas foram submetidos a temperatura (90°C e 95°C) onde, foi fracionada uma
quantidade de 5 mL de extrato bruto em tubos de ensaio e acondicionados a banho
termostatizado com temperatura avaliada, a cada periodo estipulado retirava-se 1 mL deste
extrato e adiciona-se em solucao tampao pH 7 com 1% de amido, submetendo essa solugdo a
37°C por 30 minutos para averiguacdo da atividade enzimatica, ap6s periodo foi determinada a
atividade sacarificante do extrato, as analises realizadas em triplicata.

Para determinagdo de pH 6timo de atuacao dos extratos enzimaticos brutos, foi produzido
solugdes tampdes com pH 4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 e 8.0 e nestes adicionados o equivalente
a 1% de amido. Acondicionou-se em tubos de ensaio 1 mL com solug@o tampao desejada e 1
mL do extrato enzimatico bruto, homogeneizou-se e foram submetidos a 37°C por um periodo
de 30 minutos para averiguagdo da atividade enzimatica, apds determinado a atividade
sacarificante dos extratos sendo, realizados em triplicata.

A atividade enzimatica foi avaliada de acordo com a quantidade de actcares redutores

que liberou apds 30 minutos de ensaio enzimatico.
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3.5 ACAO DOS EXTRATOS SOBRE A BIOMASSA DA MICROALGA Spirulina

platensis

Para avaliag@o dos extratos enzimaticos sobre a biomassa da microalga, é necessario um
pré-tratamento para romper a parede celular e disponibilizar os carboidratos a agdo das enzimas.

O pré-tratamento da suspensao da microalga Spirulina platensis (7% m/v) em solugdo
tampao, foi realizado por congelamento/descongelamento e posterior processo de gelatinizagdo
a temperatura de 100 °C, durante 10 min em banho termostatizado conforme estudo por Rempel
(2018).

Estudos mais recentes divulgam que o pré-tratamento realizado com processo de
congelamento e descongelamento ¢ considerado eficiente. De acordo com Rempel (2018) o
processo de congelamento/descongelamento ¢ suficiente para alcangar altos niveis de ruptura
celular na microalga Spirulina platensis. De acordo com Chang et al. (2011) os métodos que
envolvem ciclos de congelamentos e descongelamentos sdo considerados métodos aceitaveis e
com altas eficiéncias. O congelamento a temperaturas de -20 °C forma cristais de gelo, fazendo
com que a agua se expanda e ocasionando a quebra das paredes celulares, e liberagao dos
compostos intracelulares.

Apo6s o processo de gelatinizagdo resfriou-se a solucdo até temperatura estipulada e foi
introduzido 10% (v/v) de extrato bruto e/ou extrato purificado para averiguacao da atividade
enzimatica destes extratos. Esta mistura ficou sob temperatura especifica e agitagdo em banho
termostatizado (100 rpm) e a avaliagdo da atividade enzimadtica ocorreu em coleta no tempo 0
e 24 horas.

As solugdes tampao analisadas foram em pH 7,0 e pH 5,5 sendo, que o pH 7 ndo possui
cargas que podem interferir no comportamento da enzima, ¢ o pH 5,5 foi definido conforme
Nguyen et al. (2002); Wanderley et al. (2004) apud Rodrigues (2016).

No estudo realizado por Rodrigues (2016) a temperatura utilizada para a hidrolise da
biomassa de microalgas foi de 50°C, e nas maiorias enzimas amilases comerciais como
exemplo, AMG 300 e Liquozyme essa temperatura ¢ considerada 6tima de agdo, conforme
esses fatores foi estipulado 50°C como temperatura a ser averiguada.

Apés a avaliagdo de temperatura nos extratos enzimaticos utilizando amido,
determinou-se ao ensaio enzimatico com Spirulina platensis a 60°C sendo, considerada uma

temperatura mediana em relagdo ao comportamento do extrato em temperaturas elevadas.
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3.5.1 Determinacao da atividade sacarificante dos extratos sobre a microalga

A atividade enzimatica dos extratos brutos e purificados provenientes da fermentagao
das cepas selecionadas foi através da determinag@o de aglicares redutores liberados, conforme

Miller (1959).

O extrato apds a hidrélise foi submetido a centrifugacao por 10 min e retirado 1 mL de
seu sobrenadante, neste ¢ adicionado 0,4 mL de Carrez I ¢ 0,4 mL de Carrez I , a mistura foi
avolumada para 10 mL e filtrada 2 vezes. Retirou-se 1mL do resultado da filtragdo e adicionou-
se 1 mL de reagente DNS (acido dinitrosalicilico) e colocou-se em banho termostatizado a 100°
por 5 min, realizou-se choque térmico com banho de gelo e apds avoluma-se at¢ 10 mL com
agua destilada e a leitura da absorbancia foi feita em 546 nm, avaliando-se os resultados com

uma curva padrao.

3.6 TRATAMENTO DOS DADOS

Os resultados obtidos foram avaliados por analise de varidncia e posterior teste de

comparacao de médias de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA DE Spirulina platensis

4.1.1 Pré-tratamentos acido e basico

A biomassa da microalga Spirulina platensis submetida ao pré-tratamento obteve reacao
diferenciada, no momento de acrescentar a solucdo acida, instantancamente alterou sua
coloragdo ficando tom mais amarelo, sendo que permaneceu a coloracdo verde na biomassa
submetida ao pré-tratamento alcalino. Essa reagdo pode ser avaliada como degradagdo da
clorofila presente na microalga Spirulina platensis, onde Von Elbe (2000) apud Streit et al.
(2005), relata que a decomposigdo das clorofilas é afetada pelo pH sendo que o pH alcalino
(9,0) torna a clorofila mais estavel ao calor, quando comparada ao pH acido (3,0) pois os ions
positivos minimizam a permeabilidade da membrana, que entra em equilibrio com as cargas
negativas diminuindo, dessa forma, a degradacdo das clorofilas.

Os ensaios 4cidos e alcalinos foram realizados de acordo com um planejamento 22, no
qual foi possivel obter os seguintes resultados de extragdo de carboidratos apresentados Tabela
3.

Tabela 3 — Matriz do planejamento experimental e resultados obtidos no pr¢-

tratamento acido.

Ensaio  Concentragio de HaSO4 (%) Temperatura Concentragao de carboidratos
(°C) (mg/g)
1 2 80 134,47 £ 4,654
2 6 80 166,04 £5,70 ¢
3 2 120 191,00 + 6,38°
4 6 120 268,60 7,33 2
5 4 100 192,12 +£5,92°
6 4 100 190,07 £ 6,92 ®

* resultados de médias + desvio padrdo. Nos resultados valores seguidos de letras iguais nao

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A analise de varidncia com os dados adquiridos do pré-tratamento acido esta

apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Analise de variancia do pré-tratamento acido.

Fator Soma dos Grausde  Média dos Probabilidade
Quadrados Liberdade Quadrados p<5
Concentragdo de acido (%)  1668,72 1 1668,72 67,50 0,0145
Temperatura (°C) 5249,00 1 5249,00 212,32 0,0046
Relagdo 4cido e 139,24 1 139,24 5,63 0,1410
temperatura

Houve diferenca significativa (p<0,005) entre os pré-tratamentos sendo que, ambas
variaveis (concentragdo do acido e temperatura) influenciaram na extragdo de carboidratos.

A temperatura foi mais relevante na disponibilizagdo de carboidratos do que a
concentracao do acido, havendo uma extragdo maior com a temperatura mais elevada, conforme

observado na Figura 6.

Figura 6- Efeito da temperatura sobre a extragao de carboidratos no pré-tratamento acido.
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Em relagdo a concentragdo do 4cido utilizado no pré-tratamento, obteve-se
comportamento similar ao que ocorreu na temperatura. Quando a biomassa da microalga foi
submetida as concentragdes mais elevadas de acido houve maior disponibilizagdo de

carboidratos. A Figura 7 demonstra a extra¢ao de carboidratos sob as diferentes concentragdes

de acido.
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Figura 7 - Efeito da concentracao de 4cido sobre a extragdo de carboidratos no pré-tratamento
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Hernandez et al. (2015) avaliaram o pré-tratamento quimico em trés microalgas
diferentes, sendo elas a C. sorokiniana, N. gaditana e S. almeriensis com concentragdes de 4,
7 ¢ 10% de H2SOs, por 30 min a 120°C, ocorrendo um concentragdo de carboidratos 84, 93 e
55 mg/g respectivamente, valores inferiores com o pré-tratamento acido utilizado no ensaio
com Spirulina platensis (134,47 a 257,59 mg/g), o que pode ser justificado pelo fato que o
rompimento da parede celular varia de espécie, assim como a concentrag@o de acticares iniciais.

Os resultados do pré-tratamento alcalino estdo apresentados na Tabela 5. A andlise de

variancia esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 5 — Matriz do planejamento fatorial e resultados obtidos no pré-tratamento alcalino.

Ensaio Concentragdo de Temperatura (“C) Co'ncentragﬁo
NaOH (%) carboidrato (mg/g)+
1 4 80 204,65 + 3,70 &b
2 12 80 225,26 +9,22°2
3 4 120 174,17 + 8,06 ©d
4 12 120 163,84 £7,96 4
5 8 100 193,60 + 3,83 b
6 8 100 199,56 + 5,45 be

* resultados de médias + desvio padrdo. Nos resultados valores seguidos de letras iguais ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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Tabela 6 — Analise de variancia do pré-tratamento alcalino.

Fator Soma dos  Graus de  Média dos Probabilidade
Quadrados Liberdade Quadrados p<5
Concentragao de base 31,92 1 31,92 1,48 0,3471
(%)
Temperatura (°C) 1267,36 1 1267,36 58,98 0,0165
Relagdo base e 26,21 1 26,21 1,22 0,3845
temperatura

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os ensaios em relagdo a concentra¢ao
da solugdo alcalina, mas a variavel temperatura influenciou na extragdo de carboidratos

(p<0,05) conforme Figura 8.

Figura 8 - Efeito da temperatura sobre a extragdo de carboidratos no pré-tratamento alcalino.
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Harun et al. (2011) avaliaram o pré-tratamento na microalga Chlorococcum infusionum,
com a finalidade de produgao de bioetanol, realizando os pré-tratamentos durante 30, 45 ¢ 60
min, e nas temperaturas de 80°C, 100°C e 120°C, semelhante ao utilizado nesse trabalho, e a
concentracdo de 0,75% a 3% de solugdo alcalina. Os autores obtiveram 283,22 mg/g de
acucares redutores com 0,75% de solugdo alcalina a 80°C por 30 min e 350 mg/g a 120°C por
30 min com mesma concentragdo de solugdo alcalina sendo que, com 2% de solucao alcalina a
80°C por 30 min resultou 186,06 mg/g de aglicares redutores e 163,00 mg/g de agucares

redutores a 120° por 30 min.
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O pré-tratamento acido proporcionou maior grau de extragdo de carboidratos, porém
com & alta concentracdo e alta temperatura e o pré-tratamento alcalino obteve extra¢ao de
carboidratos cerca de 15% menor que o pré-tratamento acido.

A Spirulina platensis utilizada no pré-tratamento ¢ a proveniente da pesquisa de Salla

(2016) onde seu cultivo obteve alto teor de carboidratos e demais constituintes demonstrados
na Tabela 7.

Tabela 7 — Caracterizagdo fisico-quimica da biomassa Spirulina platensis.
Microalga Spirulina platensisLEB 52

Carboidratos (%) 44,60 +1,31
Lipideos (%) 5,65+ 0,28
Proteinas (%) 37,63 £1,06
Cinzas (%) 8,29+ 0,24
Umidade (%) 8,57 £0,65

* resultados de médias + desvio padrdo
Fonte: Salla,2016.

Comparando-se os pré-tratamentos na extracao de carboidratos da microalga Spirulina
platensis (Figura 9), obteve-se porcentagens aproximadas, destacando o pré-tratamento acido
com 60,22 % de extragdo em relacdo a quantidade total de carboidratos caracterizados e o pré-
tratamento basico com 50,50 % de extracdo, sendo este calculo realizado de acordo com o teor
de carboidratos constituintes da composi¢ao da microalga Spirulina platensis de Salla (2016)

e os valores adquiridos com o pré-tratamento.

Figura 9 - Rendimento de extra¢do de carboidratos apos pré-tratamentos.
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A ruptura da parede celular ¢ especifica para cada espécie de microalga, como cada um
tem uma parede particular que pode conferir mais ou menos a resisténcia ao estresse mecanico
¢ quimico.

Conforme Vonshak (1997) a microalga Spirulina platensis possui uma parede celular
multicamadas com cerca de 40-60nm, ¢ uma camada densa correspondente ao peptidoglicano.

Pesquisa realizada por Hoiczyk et al. (2000) considera que apesar da estrutura global
gram-negativa, a camada de peptidoglicano encontrada na cianobactéria é consideravelmente
mais espessa do que a da maioria das bactérias gram-negativas, este descreveu que em estirpes
unicelulares a espessura da parede celular como Synechococcus é cerca de 10 nm, em espécies
filamentosos como Phormidium uncinatum atingindo 15 a 35 nm e mais do que 700 nm, em
grandes cianobactérias como princeps Oscillatoria.

Conforme os resultados descritos anteriormente, foi definido o ensaio de maior extragao
e menor extragao do pré-tratamento acido e para o pré-tratamento basico foi definido o ensaio
de segundo maior extragdo por estar estatisticamente igual ao de maior extra¢do ¢ utilizar a

temperatura mais baixa fator de maior relevancia no pré-tratamento basico e de menor extragao.

4.2 ADAPTACAO E SELECAO DOS MICRORGANISMOS

O solo usado nas colunas de Winogradsky apresentou os seguintes resultados: pH 6,73 +
0,315, carbono total 11,52%= 0,3, fosforo 4,80 mg +0,22¢ nitrogénio 0,084%=0,90.

De acordo com Tedesco et al. (1995) o teor de fosforo € baixo, o pH possui neutralidade
ndo necessitando corre¢do, o nitrogénio apresenta baixa concentragdo e o teor de carbono ¢
considerado alto. Estas avaliagdes condizem com o solo coletado, pois provém de area arborea,
sem devastagdo e teor organico alto.

Para que os nutrientes contidos no solo fiquem disponiveis para serem utilizados ¢é
necessario um pH mais proximo a neutralidade, ndo necessitando correcdo do mesmo. Para
conseguir bactérias produtoras de amilases, de acordo com Jesus (2013), o substrato deve conter
uma fonte de carbono (fonte energética) e uma fonte de nitrogénio para o crescimento celular,
sendo ambos nutrientes fornecidos pela Spirulina platensis conforme resultados na tabela 8

A agua adquirida do lago do antigo zooldgico da universidade apresentou pH 6,7+
0,225, fosforo e nitrogénio ndo significativos, ¢ matéria organica de 2,97 mg/L+0,2,
considerada agua com pouco teor organico.

A matéria organica diretamente nos remete a verificagdo de disponibilizagao de carbono

para a microbiota existente no solo, ao acrescentar mais fonte de carbono através do pré-
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tratamento da Spirulina platensis obtém um fonte diferencial de carbono existente disponivel

para microbiota nas colunas de Winogradsky.

4.2.1 Montagem das colunas de Winogradsky

A montagem das colunas de Winogradsky foi realizada com a implantagdo de trés
matérias-primas distintas, o solo, a4gua e a biomassa da microalga Spirulina platensis.

Os pré-tratamentos acidos (2% a 80°C e 6% a 120°C) da biomassa da Spirulina platensis
apresentaram pH 0,47 e 0,01 respectivamente, sendo adicionado solucdo basica de mesma
concentracao do ensaio, até obtencdo de pH neutro. Os pré-tratamentos alcalinos (4% a 80°C e
12% a 120°C) da biomassa da Spirulina platensis apresentaram pH 13,43 e 13,72
respectivamente, sendo adicionado solugdo acida de mesma concentragdo do ensaio, até
obtencao de pH neutro. Para acrescentar a microalga submetida ao pré-tratamento acido e
alcalino na coluna de Winogradsky, houve a necessidade de neutralizar o pH desta biomassa
imersa em solucéo.

A formagdo de sal com a neutralizag@o da solug@o proveniente do pré-tratamento com a
biomassa da microalga pode alterar o desenvolvimento dos microrganismos que estao presentes
no solo e na dgua, em Yan et al. (2015) estudos demostraram que a salinidade reduz a atividade
microbiana, a biomassa microbiana e altera a estrutura da comunidade microbiana, a reducdo
da biomassa microbiana ocorre pelo efeito osmotico resultando em ressecamento e lise de
células.

No decorrer da neutralizagdo a biomassa ficou mais densa, formando pequenos flocos .
Esta reagdo de floculagdo no momento da neutralizagdo é, segundo Perez et al. (2017) ¢
influenciado pelo valor de pH da suspensao de microalgas, sendo que aumento no pH pode
causar a formacao instantanea de flocos, com isso o fendmeno de floculagdo pode ser devido a
neutralizacdo de células de microalgas carregadas negativamente conforme a redugdo da
repulsdo eletrostatica.

As colunas de Winogradsky foram montadas de acordo com a temperatura que foram
submetidas os pré-tratamentos da microalga Spirulina platensis.

Na primeira semana apos a montagem da coluna observou-se uma modificacdo na
coloragdo interna, com escurecimento da agua, sendo que a primeira coluna a apresentar tal
caracteristica foi a de tratamento acido e apds de tratamento basico. Este escurecimento
perdurou pelos primeiros dias da montagem da coluna retornando as caracteristicas iniciais. A

Figura 11 apresenta o comportamento de uma das colunas de Winogradsky durante o periodo.
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A coluna com a microalga sem processo de pré-tratamento permaneceu com as mesmas

caracteristicas em todo o periodo de crescimento bacteriano.

Figura 10 - Aspecto das colunas de Winogradsky com pré-tratamento.
(a) tempo: 0 dias ; (b) tempo: 10 dias; (c) tempo: 20 dias; (d) tempo: 60 dias;(e) tempo:90 dias
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As colunas de Winogradsky ficaram noventa dias para crescimento bacteriano, sendo
avaliado o pH semanalmente observando que permaneceu proximo a neutralidade, onde a
coluna com a microalga sem tratamento apresentou pH 6 e as colunas contendo os pré-

tratamento em pH 7.

4.2.2 Isolamento dos microrganismos

Transcorrido o periodo de crescimento de microrganismos nas colunas de Winogradksy,

foram selecionadas trés regides distintas para coleta de solo contidos em cada coluna. Devido
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as colunas possuirem o mesmo tamanho, foi estipulado a mesma altura de coleta para todas as
colunas.

Ap6s a inoculagdo das diluigdes de cada amostra foi verificado crescimento bacteriano
acentuado nas placas com as primeiras diluigdes. A terceira diluigdo apresentou quantidade de
colodnias ideal para isolamento sendo selecionadas trés colonias distintas para isolamento das

bactérias de cada coluna.
4.2.3 Selecao preliminar de bactérias com atividade amilolitica

Dos 45 microrganismos avaliados, apenas uma ndo possuiu carater amilolitico,
pertencendo ao ambiente central da coluna de Winogradsky com Spirulina platensis sem pré-
tratamento (Apéndice B). As demais possuem carater amilolitico, sendo visivel a capacidade
de cada bactéria em hidrolisar o amido que contém no meio pois, quanto maior a regido sem
coloragdo azul em torno da colonia, mais promissora ¢ a bactéria.

Destes ensaios, foram selecionadas duas colonias de cada coluna com formagao de halos
maiores, para realizar o teste de coloracdo de Gram a forma auxiliando na identificacdo da
bactéria, com intuito de submeté-las a crescimento para produc@o de enzima. As Figuras 12, 13

e 14 apresentam os resultados do teste de lugol nas coldnias isoladas pré-selecionadas.

Figura 11 - Coldnias isoladas submetidas ao teste de lugol provenientes das colunas de

Winogradsky adicionadas com Spirulina platensis submetidas a pré-tratamento acido.
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Figura 12 - Coldnias isoladas submetidas ao teste de lugol provenientes das colunas de
Winogradsky adicionadas de microalga Spirulina platensis submetida a pré-tratamento

basico.
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Figura 13 - Coldnias isoladas submetidas ao teste de lugol provenientes da coluna de

Winogradsky adicionados de Spirulina platensis sem pré-tratamento.
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Todas as colunas demonstraram ser promissoras quanto a adapta¢do de microrganismos
produtores de amilases, destacando-se as colunas com microalga Spirulina platensis submetidas
a pré-tratamento alcalino, em ambas concentragdes. Nestas € possivel visualizar o potencial em
producdo de amilases, devido a formagdo de halos de didmetros maiores que os demais.

Confirmado nas medi¢des dos halos formados descritos na tabela 8.
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Tabela 8 — Diametro dos halos formados nas bactérias pré-selecionadas.

Microrganismo Origem Diametro
(cm)
1 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com H,SO4 2% 1,5
2 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com H.SO4 2% 1,8
3 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com H,SO4 6% 2.3
4 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com H.SO4 6% 2,2
5 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com NaOH 4% 3,0
6 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com NaOH 4% 3,8
7 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com NaOH 12% 2,9
8 Coluna de Winogradsky com microalga pré-tratada com NaOH 12% 3,1
9 Coluna de Winogradsky com microalga sem pré-tratamento 3,1
10 Coluna de Winogradsky com microalga sem pré-tratamento 3,0

Nas colunas que continham a microalga exposta a pré-tratamentos acidos, um dos
microrganismos selecionados obteve caracteristica promissora, embora menores que os halos
obtidos nas colunas adicionadas de microalgas com pré-tratamento alcalino.

Na coluna preparada com a microalga sem nenhum processo de pré-tratamento foram
obtidas respostas consideraveis quanto a capacidade amilolitica, sendo os resultados
semelhantes as colunas que continham microalgas com pré-tratamento alcalino.

A Tabela 9 apresenta as classificacdes preliminares das 10 primeiras colonias

selecionadas.

Tabela 9 — Classificagdes preliminares das bactérias pré-selecionadas.

Microrganismo Classificacdo de Gram Forma

1 Positivo Cocos

2 Positivo Cocos

3 Positivo Bacilos

4 Positivo Bacilos

5 Positivo Bacilos

6 Positivo Bacilos

7 Positivo Bacilos

8 Negativo Bacilos

9 Negativo Bacilos

10 Negativo Bacilos
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De acordo com os resultados dos testes de coloragdo de Gram e morfologicos verifica-
se um maior numero de bactérias Gram positivas e forma de bacilos sendo evidente a coloragao
violeta na parede celular das bactérias pré-visualizadas.

A o-amilase pode ser produzida por diferentes espécies de microrganismos, mas as
bactérias do género Bacillus sdo as mais utilizadas para aplicagdes comerciais para processos

industriais tais como nas industrias de alimentos, fermentacao, té€xteis e papel.(SOUZA,2010)

43 PRODUCAO DA ENZIMA

4.3.1 Producao do extrato enzimatico

O processo de fermentacao foi realizado com as bactérias pré-selecionadas (Figuras 14,
15 e 16) por um periodo de 7 dias a 37°C e 130 rpm com intuito de avaliar a cinética de produgao
de enzimas.

O desempenho das suspensdes bacterianas obtiveram caracteristicas distintas, algumas
obtiveram atividade enzimatica em periodos maiores, outras obtiveram atividade enzimatica
mais baixa que as demais (Apéndice C) e algumas atingiram um nivel de atividade enzimatica
e preservaram no decorrer do periodo.

Deste ensaio foram selecionadas 4 suspensdes bacterianas que obtiveram atividade
significativa no periodo de 48 horas para produgdo do extrato enzimatico (Figura 15).

No periodo de 48 horas os 4 microrganismos selecionados obtiveram atividade
enzimatica mais relevante que os demais, ¢ mantiveram-se constantes durante todo o decorrer
do periodo. Nos demais microrganismos verificados, alguns obtiveram atividade enzimatica
superior aos 4 selecionados porém, a atividade com mais destaque ocorreu em periodo maior
que as demais inviabilizando a produgdo de extrato enzimatico e, em outros casos a atividade
enzimatica ficou inferior em relagdo aos selecionados.

As bactérias que obtiveram uma atividade relevante no periodo de 48 horas, foram
provenientes dos ensaios de origem das colunas de Winogradsky com pré-tratamento H>SO4
6% 1-B1 (bactéria 3), NaOH 4% 3-Bl(bactéria 5), NaOH 12% 2-B3 (bactéria 7) e Branco 2-
B1(bactéria 9), sendo denominadas de extrato bruto 1, extrato bruto 2, extrato bruto 3 e extrato

bruto 4 respectivamente.
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Figura 14 - Atividade enzimatica do crescimento dos microrganismos selecionados.

(a) microrganismo 3; (b) microrganismo 5; (¢c)microrganismo 7; (d) microrganismo 9
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Os extratos adquiridos pela fermentacao foram submetidos a purificacdo com sulfato de

amonio, sendo um processo de purificacdo baseado na solubilidade.

Para o processo de purificagdo o extrato bruto foi ressuspendido em duas quantidades

de agua, a primeira o equivalente a 0 mesmo volume que o extrato inicial ¢ a segunda o

equivalente a 10% do volume total. Os resultados estao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Atividade enzimatica dos extratos.

Atividade do extrato Atividade do extrato
Extratos  Atividade do extrato purificado (ressuspensao purificado (ressuspensao
bruto (U/mL)* total) (U/mL )* 10%) (U/mL )*
1 37,77 £3,21* 19,72 £1,312b 142,86 £2,37 2
2 33,23 +£0,45* 22,75 +1,63* 106,71 £3,95 ¢
3 32,54 +£3,01° 20,53 +£0,99 »b 114,25+ 0,59
4 39,56 +2,75* 18,75+ 1,46 " 116,55+ 1,48°

* resultados de médias + desvio padréo. Nos resultados valores seguidos de letras iguais na coluna nao

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Verificou que o extrato purificado ressuspendido com apenas 10% de seu volume
inicial triplicou a atividade enzimatica concentrando o extrato ocorrendo o inverso o qual foi
ressuspendido no mesmo volume do extrato bruto diminui a atividade enzimatica.

A atividade especifica do extrato enzimatico bruto e do extrato purificado ressuspendido

em agua de mesma propor¢ao que o volume inicial € apresentado Figura 16.

Figura 15 - Atividade especifica dos extratos
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Em estudo realizado por Rodrigues (2016) obtendo extratos enzimaticos provenientes
de microrganismos, obteve em seu extrato bruto e extrato purificado com sulfato de amonio
uma atividade enzimatica especifica de 7,52 U/mgproteina € 7,93 U/mgproteina T€Spectivamente,
sendo estudo proveniente de extrato enzimatico da fermentagdo de fungos e com meio com
nutrientes com minima inser¢ao de componentes proteicos.

A avaliagdo da atividade enzimatica especifica dos extratos brutos 1, 2, 3 e 4 foram
equivalentes a 8,48 U/mgproteina, 7,18 U/MEproteina, 7,03 U/mgproteina © 8,09 U/Mgproteina

respectivamente, sendo valores proximos ao estudo de Rodrigues (2016).
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A atividade enzimatica especifica dos extratos purificados com sulfato de amoénio 1, 2,
3 ¢ 4 ressuspendidos a0 mesmo volume inicial foram equivalentes 1,58 U/mgproteina, 1,86
U/mgproteinas 2,32 U/Mgproteina © 1,42 U/mgproteina, @ concentragio de proteinas neste extrato foi
aproximadamente quatro vezes maior que no extrato bruto indicando que ocorreu precipitacao
das proteinas que continha o meio de fermentagdo devido o mesmo possuir componentes

proteicos.

44 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS

Para avaliar a composig@o de substancias organicas e verificagdo da presenga de grupos

componentes das enzimas, o extrato bruto foi submetido a analise FTIR (Figura 17).

Figura 16 - Espectro de infravermelho dos extratos brutos.
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A andlise de espectroscopia de infravermelho nos extratos brutos resultou similaridade
entre os quatros extratos em sua composicao confirmando que devido a producao dos extratos
serem iguais, ou seja, mesmo meios para o pré-inoculo e fermentagao, iguais rotagdes, pH dos
meios e submissdo de temperatura.

Neste espectro observam-se duas bandas que sdo a de faixa 3350 cm™a 3200 cm’!
medianas que corresponde a presenca amidas primarias e secundarias, e uma banda estreita e
curta na faixa de 1650 cm'a 1550 cm™! que corresponde a amidas associadas, conforme Lopes

(2004).
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Verificando os extratos e a presenga dos grupos organicos, em ambos ha a presenca de
compostos nitrogenados.

O extrato bruto passou por um processo de purificagdo, sendo denominado extrato
purificado, este também foi submetido a avaliagdo de composi¢do organica para verificar o
impacto desta purificacdo (Figura 17).

Com a avaliagdo dos extratos purificados, ocorreu que todos sdo considerados muito
proximos em sua composicdo organica, porém ¢ mais visivel que o processo de purificagdo
nestes alterou um pouco a deteccdo dos componentes, mas as bandas mais significativas

permaneceram iguais.

Figura 17 - Espectro de infravermelho dos extratos purificados.
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No extrato enzimatico purificado, ocorreram bandas médias na faixa de absorgdo e
intensidade em 3380 cm'a 2950 cm! que corresponde ao grupo de aminas primadrias e
secundarias e ions de amonio associado a amidas (LOPES, 2004).

De acordo com Lopes (2004), as bandas na faixa de 1610 cm™ a 1650 cm™ de bandas
curtas corresponde amidas terciarias ou ligagdes (C=N), na banda 1430 cm™' média apresenta
compostos aromaticos € a banda mais expressiva na faixa de 1100 cm™a 1050 cm™! indica a
presenga de ligacdo O-H sendo alcool, a presenga destes compostos se deve-a dissolugdo do

extrato enzimatico em agua, ocorrendo a presenga de outros componentes.
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A adicdo de sulfato de amodnio para precipitar a proteina ocasionou juntamente com a
agua alteragdes na composi¢ao organica do extrato purificado em relagao ao extrato bruto sendo

visivel a exposi¢do de mais bandas em relagdo ao extrato bruto.

O extrato purificado com sulfato de amonio foi submetido a espectrofotometria de

varredura para verificagao da absor¢ao dos compostos em UV/VIS (Figura 19).

Figura 18 - Espectros de varredura dos extratos purificados com sulfato de amonio.
(a) extrato enzimatico purificado 1; (b) extrato enzimatico purificado 2; (¢) extrato

enzimatico purificado 3; (d) extrato enzimatico purificado;
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A espectroscopia ultravioleta e visivel (UV-VIS) fornece informagdes sobre grupos
aromaticos e outros sistemas conjugados em compostos organicos, ¢ usada para estudar as
mudangas conformacionais nas proteinas, como estas mudam em condi¢oes diferenciais.
Quando uma proteina sofre uma mudanga conformacional (devido a ligagao de um ligando, por
exemplo), a alteragdo resultante em torno de um aminoacido aromatico ou cromossomo de
coenzima pode causar o efeito UV espectro da proteina a ser alterada (SODERBERG,2016).

As enzimas s3o proteinas que catalisam reagdes bioquimicas, e proteinas absorvem a
luz na faixa UV devido a presenca de aminoacidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina,

todos os quais sao cromo6foros e muitas coenzimas também sdo UV-ativos. (SODERBERG,
2016)
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Em ambos extratos, ocorreram poucas diferencgas, sendo possivel observar em todas um
pico absor¢do na faixa entre 235 a 295 nm. Skoog (2007) demonstra caracteristicas de absor¢ao
de alguns cromoforos sendo, para nitrato (C2HsONOz) cerca de 270 nm, compostos
nitroderivados (CH3NO») na faixa de 280 nm e grupo carbonilas entre 186 a 280 nm.

Essa semelhanga entre nos extratos verificados nos ensaios de transigdes eletronicas
(UV-VIS) e transi¢cdes vibracionais (FTIR) pode ser esclarecido por Salva (1990) apud
Taffarrelo (2004) que descreveu que um microrganismo que sintetiza alfa-amilase em meio de
cultura composto por glicose como unica fonte de carbono, essa enzima ¢ constitutiva para a
linhagem, diferenciando-se de enzimas indutivas que sdo obtidas quando o microrganismo
cresce em meio de cultura composto por carboidratos com ligagdes glicosidicas a-1,4. Em
linhagens produtoras de alfa-amilase a presenga destes compostos ndo impulsiona um
crescimento padronizado das linhagens, € nem a seguranca de produgdo da enzima

Um fator que ocorreu na semelhancga entre os extratos brutos selecionados ( 1,2,3 e 4)
pode provir do meio de cultivo que continha fonte de carbono varidvel, ocorrendo crescimento
e atividade enzimatica variavel.

Fatores extrinsecos e intrinsecos propicios ao crescimento microbiano e a produgao de
enzimas amiloliticas sdo tdo varidveis quanto ao nimero de microrganismos produtores desta
enzima, nao pode-se generalizar a determinacdo de temperatura, pH, atividade de agua e
disponibilidade de nutrientes, sendo que estes microrganismos podem ser encontrados nos mais

diversos ambientes. (TAFFARELLO, 2004).

4.4.1 Estabilidade em relacdo a temperatura

Os extratos brutos enzimaticos passaram por analise de atividade enzimatica residual
apos serem submetidas 90°C por um periodo de 5 horas, sendo retirados amostras por um

periodo de 30 minutos, mantendo atividade residual durante o tempo estudado (Figura 20).
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Figura 19 - Desempenho dos extratos brutos a 90°C
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O extrato 1 demonstrou uma atividade residual abaixo dos demais extratos, porém ainda
manteve sua atividade enzimatica ficando cerca de 50% em relag@o ao inicio do processo.

Os extratos 1 e 2 promoveram comportamento semelhantes, porém mantiveram atuacéo
no decorrer do periodo e, os extratos 3 e 4 mantiveram a sua atividade enzimatica enzimatica
permanecendo acima de 65% em todo o percorrer do periodo.

O efeito da temperatura ¢ complexo e pode haver diversas causas, com o aumento da
temperatura, a atividade molecular ¢ aumentada aumentando a formagdo de complexo
enzimatico, porém o aumento continuo pode ocorrer uma inativagdo gradativa até inativagao
total, causada pela desnaturag@o da proteina pelo calor. (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Em estudo realizado por Freitas (2014), o microrganismo avaliado apresentou
temperatura 6tima de 70 °C e a enzima mostrou mais de 90% de termoestabilidade até 55 °C,
por 1 h, sendo um microrganismo de outra classe microbiologica, porém foi considerado sua
capacidade termoestavel.

Taffarello (2014) utilizou bactérias em seu experimento e a estabilidade do extrato bruto
foi cerca de 100% a 50°C por periodo de 8 horas, a 60°C a enzima permaneceu ativa em 90%
no periodo de 90 minutos, ¢ em 70, 80 ¢ 90°C a enzima manteve sua atividade porém acrescida
de ions calcio.

Os extratos foram submetidos a 95°C por periodo de 2 horas e 30 minutos para avaliar
seu comportamento sob influéncia de temperatura proximo ao ponto de ebuligdo da agua.

(Figura 21).
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Figura 20 - Desempenho dos extratos brutos a 95°C.

120
S
=~ 100
<
=
9
Z 80
-
<
2
S 60
£
N
5 40
(]

B
< 20
2
< 0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

Tempo ( minutos)

—&— Extrato 1 O Extrato2 —M—Extrato3 —A— Extrato4

O extrato 4 obteve comportamento mais carateristico de termoestabilidade em ambas
temperaturas, sendo que em alguns periodos de tempo obteve uma atividade enzimdatica maior
que a atividade inicial adquirido no inicio do processo.

Uma forma de ativar a agdo enzimatica decorre de quanto maior a temperatura, mais
facil reag@o, pois ativa os compostos da reagdo e quanto maior o tempo do extrato estiver sob a
temperatura perde-se a dgua e mais concentrado fica o substrato.

As amilases termoestaveis sdo produzidas por um pequeno nimero de organismos
mesofilicos, sendo que a velocidade de uma reacdo enzimatica mediada por uma enzima
termofilica dobra, aproximadamente, a cada aumento de 10° C na temperatura, para considerar
que a enzima ¢é estavel a elevadas temperaturas, a velocidade de rea¢do pode ser aumentada
grandemente ao se operar a uma temperatura relativamente elevada (CARVALHO, 2007), este
fator pode esclarecer o comportamento dos extrato 4 que manteve sua atividade ao decorrer do

tempo e demonstrando atividade superior ao inicial em algumas coletas.
4.4.2 Avaliacio da atividade enzimatica em relacio ao pH

Conforme Bobbio; Bobbio (2003) cada reagdo enzimatica possui um pH 6timo, sendo
que para a maioria das enzimas situa-se entre 4,0 e 8,0. A influéncia do pH na atividade
enzimatica ocorre sobre os grupos dissociaveis de aminoacidos sendo, alguns podem fazer parte

do sitio ativo ou serem relevantes na manutencao da estrutura espacial das moléculas. A cada
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valor de pH alguns desses grupos apresentam-se protonados ou desprotonados e existe uma
concentracao hidrogénionica que propicia determinado arranjo destes grupos, levando a enzima
a melhor conformagédo para exercer desempenho catalitico. (BORZANI, 2001).

Os extratos brutos foram submetidos a pH na faixa de 4,5 a 8,0 com solugdes

tamponadas contendo 1% de amido com os respectivos pH’s (Figura 22).

Figura 21 - Comportamento dos extratos brutos em diferentes condi¢des de pH.
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Fonte: Autor, 2017.

A verificagdo do pH demonstra rendimento mais eficiente em pH 5,0 em dois extratos
(extrato 1 e 4) e rendimento eficiente em pH mais proximo a neutralidade (6,5) sendo estes trés
extratos avaliados com comportamento semelhantes e significativos.

O extrato enzimatico 1 obteve maior atividade enzimatica nos pH’s 5,0 e 6,5, esta
distingdo de comportamento ao pH ocorreu em Freitas (2014) que caracterizou parcialmente
alfa-amilase provenientes de Syncephalastrum racemosum que apresentou atividade Otima
entre pH 4,0 ¢ 5,5.

Estudo realizado por Souza et al.(2010) demonstra uma faixa ampla de pH na atividade
enzimatica o qual, pode-se observar que em grande parte enzimas amilases provenientes das

bactérias possuem sua atividade 6tima proxima ao pH neutro.
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4.5 ACAO DOS EXTRATOS SOBRE A BIOMASSA DE Spirulina platensis

Os extratos brutos e extratos purificados demonstraram atividade enzimatica no amido,
demonstrando capacidade hidrolitica. Estes foram entdo submetidos a avaliacdo de sua
capacidade na microalga Spirulina platensis.

Conforme Rempel (2018) para adquirir uma maior exposi¢ao dos carboidratos presentes
na parede celular da microalga Spirulina platensis pode-se utilizar como pré-tratamento
processo de congelamento/descongelamento da biomassa microalgal sendo que, utilizando este
método adquiriu-se apos o processo uma entre concentragao de 0,81 g/L e 0,89 g/L de acticares
redutores.

Os extratos bruto e purificados foram avaliados em sua atuag@o na microalga Spirulina
platensis inserida em solugdo tampao pH 5,5 sob agitagdo de 100 rpm a 50°C (Tabela 11).

Tabela 11 — Sacarificagdo da microalga com extratos em solug@o tampao pH 5,5.

Acucares redutores (g/L)*

Extratos

Oh 24 h 48h
Extrato bruto 1 0,81 £0,01 1,29 +0,05* 0,63 +0,01°
Extrato purificado 1 0,81+ 0,01 0,66 £0,01¢ 0,72 +0,01°
Extrato bruto 2 0,81 £0,01 0,71 + 0,08>¢ 0,60 +0,01°
Extrato purificado 2 0,81 +£0,01 0,88 +£0,01° 0,71 £0,01*
Extrato bruto 3 0,81 £0,01 1,34 +0,08° 0,65+0,01¢
Extrato purificado 3 0,81 +0,01 0,63 +0,03¢ 0,67 +0,01°¢
Extrato bruto 4 0,81 +0,01 1,16 £ 0,03 0,72 + 0,03 *®
Extrato purificado 4 0,81 £0,01 0,61 +0,01°¢ 0,65 +0,03¢

* resultados de médias + desvio padrao. Nos resultados valores seguidos de letras iguais na coluna ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Neste ensaio o extrato bruto 1 e 3 obteve uma maior extra¢ao de acucares redutores (1,3
g.L ') em 24 horas de hidrélise sendo que, este valor diminui em 48 horas, segundo Taherzadeh
e Karimi (2007) apud Rodrigues (2016) este comportamento pode ser atribuido a contaminagao
ao longo do processo de hidrolise enzimatica pois, o tempo de hidrolise ¢ longo e a solucao
torna-se uma fonte disponivel para microrganismos indesejados.

Em estudo realizado por Rodrigues (2016), em condi¢cdes semelhantes (pH 5,5 e

temperatura 50°C) porém, foi realizado com enzima livre proveniente de microrganismo que
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foi purificada com microfiltracdo e enzima imobilizadas também de mesma origem o qual,
obteve 1,87 gL' ¢ 1,49 g.L! respectivamente no periodo de 24 h e 2.71 gL' ¢ 1,89 gL'
respectivamente no periodo de 48 h.

O processo de purificagdo realizado neste estudo ¢ mais eficiente da pesquisa do
presente trabalho porém, a quantidade de biomassa de microalgas foi valores menores e
consequentemente a menor disponibilidade de carboidratos.

Os extratos bruto e purificados foram avaliados em sua atuacdo na microalga Spirulina

platensis inserida em solucao tampao pH 7,0 sob agitacdo de 100 rpm a 60°C (Tabela 12).

Tabela 12 — Sacarificagdo da microalga com extratos em solucdo tampao pH 7,0.

Acucares redutores (g/L) *

Extratos 0h 24h 48h
Extrato bruto 1 0,89 +0,01 1,44 + 0,020 1,29 + 0,020
Extrato purificado 1 0,89 £0,01 0,97 0,014 0,94 £+ 0,02¢
Extrato bruto 2 0,89+ 0,01 1,46 +£0,01° 1,27 + 0,06°
Extrato purificado 2 0,89 + 0,01 1,00 +0,01¢ 0,83 +0,07¢d
Extrato bruto 3 0,89 £0,01 1,31 +£0,02¢ 1,26 + 0,02°
Extrato purificado 3 0,89 £0,01 0,90 +0,02¢ 0,85+ 0,01¢d
Extrato bruto 4 0,89 £0,01 1,67 +£0,02% 1,53 £ 0,04?
Extrato purificado 4 0,89 +0,01 0,95+ 0,014¢ 0,80 + 0,044

* resultados de médias = desvio padrdo. Nos resultados valores seguidos de letras iguais na

coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

As respostas entre os extratos brutos e extratos purificados foram semelhantes na
atividade enzimatica, ocorrendo baixa atividade enzimatica para a microalga porém, no ensaio
com pH neutro ocorreu maior atividade, que complementa a caracterizac¢ao do extrato bruto em
amido quando verificado sua atuacdo em diferentes pH o qual um dos picos mais destacados
ocorreu em pH 6,5.

Neste ensaio a quantidade de aguicares redutores se manteve constante no periodo de 48
h, nos extratos brutos e purificados inoculados destacando uma maior extragdo no periodo de
24 h no extrato bruto 4 de 1,7 g.L! de aglicares redutores.

Os quatro extratos enzimaticos selecionados obtiveram acao sobre a microalga Spirulina
platensis, sendo interessante uma purificagdo mais eficiente para aperfeigoar a atuacdo das

enzimas microbianas na sacarificagao dos carboidratos presentes na microalga.
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A possibilidade de utilizar os extratos enzimaticos microbianos ¢ de interesse
biotecnologico na produgdo de biocombustiveis provenientes de microalgas. Este tipo de
producdo no momento encontra-se em processo de estudos porém, ¢ uma alternativa de produzir

biocombustiveis de matéria-prima mais sustentavel.
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5 CONCLUSAO

A busca de bactérias produtoras de amilases provenientes de um ambiente modificado
propositalmente ocasionou um niimero significativo de microrganismos produtoras de enzimas
amilases sendo estas, de carater termoestavel.

O pré-tratamento 4acido (6% a 120°C) disponibilizou maior concentragdo de
carboidratos liberando 268,60 mg/g ; o pré-tratamento alcalino (12% a 80°C) uma extra¢ao
de 225,26 mg/g de carboidratos.

A partir das 5 colunas de Winogradsky utilizadas isolou-se 45 bactérias e dentre estas
obteve-se 44 bactérias com caracteristicas amiloliticas, destes 10 microrganismos foram
selecionados para realizar o processo de fermentagdo para determinar sua atividade enzimatica.
Do processo de fermentagdo foram selecionadas 4 bactérias com atividade enzimatica elevada
no periodo de 48 horas.

A atividade enzimatica dos extratos brutos selecionados foram mais expressivos em pH
5,5 e pH 6,5. Na realizagdo de analise dos extratos em altas temperaturas, dois destes obtiveram
atividade residual acima de 60% em todo o percurso do tempo.

A avaliagdo da sacarificacdo da microalga Spirulina platensis realizada com extrato
bruto e extrato purificado no periodo de 48 horas obteve até 1,67g/L de aglicares redutores.

A obtengdo de energia (biocombustivel) proveniente de microalgas ainda necessita de
aprimoramento tecnoldgico, em especial na etapa de sacarificacdo. As amilases produzidas
foram termoestaveis e consequentemente de importancia em aplicagdes que necessitem de
maior atividade em temperaturas elevadas.

Como continuagao deste trabalho sugere-se:

a) Purificar os extratos enzimaticos com outros métodos;
b) Caracterizar os microrganismos ;
¢) Avaliar a atividade enzimatica sobre a biomassa da microalga em fun¢io do pH

€ temperatura.
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APENDICE A — Artigo Cientifico

Prospeccao de bactérias produtoras de amilases para sacarificagdo de microalgas.
Santos, M.F; Reinehr, C.O
Resumo

Uma alternativa para producao de biocombustivel de terceira geragao ¢ a utilizagao da biomassa
de microalgas, sendo necessario um processo de fermentagdo e, para que ocorra ¢ necessaria a
hidrolise dos carboidratos pertencentes a biomassa das microalgas o qual, o processo
enzimatico ¢ considerado menos agressivo. Microrganismos sao seres que estdo em constante
processo de adaptacdo e evolugao, existe um vasto numero destes seres que conseguem produzir
de forma intracelular e/ou extracelular enzimas de importancia biotecnologica sendo que,
enzimas amilases sdo de interesse industrial pois este grupo ¢é aplicado em diversos setores.
Colunas de Winogradsky sdo ecossistemas fechados capazes de desenvolver varios tipos de
bactérias, o desenvolvimento destes microrganismos ¢ conforme a composi¢do nutricional
presente. Realizou-se a montagem de 5 colunas contendo solo, 4gua e biomassa de microalga
pré-tratada, apos 90 dias retirou-se amostras de cada area da coluna e verificou-se os
microrganismos destas amostra quanto a sua capacidade amilolitica, dentre 45 microrganismos
isolados, 97% apresentaram carateristicas de produg@o de amilases, esta quantidade de bactérias
chegou a 4 microrganismos produtores com atividade enzimatica significativa em menor tempo
de fermentacdo. Os extratos enzimaticos provenientes dos microrganismos selecionados foram
purificados com sulfato de amonio e caracterizados por UV-VIS e FTIR resultando que sdo
constituidos por moléculas de proteinas e apresentam composi¢do organica semelhantes.
Caracterizou-se que 0s extratos enzimaticos possuem carater termoestavel a temperatura de
90°C e melhor atividade em pH 5,5 e 6,5. A sacarificagdo em microalgas realizou-se em pH 5
e 7 sendo que, obteve 1,67g/L de agucares redutores utilizando extrato enzimatico bruto a pH
7. Os extratos adquiridos possuem potencial amilolitico tanto na biomassa de microalgas quanto
em amido, tornando enzimas passiveis para usos distintos.

Palavras chaves: microrganismos, extrato enzimatico, microalgas.
Abstract

An alternative for the production of third generation biofuels is the use of microalgae biomass.
A fermentation process is necessary and hydrolysis of the carbohydrates belonging to the
microalgae biomass is necessary. The enzymatic process is considered less aggressive.
Microorganisms are beings that are in constant process of adaptation and evolution, there are a
vast number of these beings that are able to produce intracellular and / or extracellular enzymes
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of biotechnological importance being that, amylases enzymes are of industrial interest because
this group is applied in several sectors . Winogradsky columns are closed ecosystems able to
develop various types of bacteria, the development of these microorganisms is according to the
nutritional composition present. The columns were prepared with soil, water and biomass of
pre-treated microalgae, after 90 days samples were taken from each area of the column and the
microorganisms of these samples were checked for their amylolytic capacity among 45 isolated
microorganisms , 97% presented characteristics of amylases production, this amount of bacteria
reached 4 producing microorganisms with significant enzymatic activity in the shortest
fermentation time. The enzymatic extracts obtained from the selected microorganisms were
purified with ammonium sulphate and characterized by UV-VIS and FTIR resulting that they
are constituted by molecules of proteins and have similar organic composition. It was
characterized that the enzymatic extracts have a thermostable character at 90°C and better
activity at pH 5.5 and 6.5. The saccharification in microalgae was carried out at pH 5 and 7 and
obtained 1.67 g/ L of reducing sugars using crude enzyme extract at pH 7. The extracts acquired
have amylolytic potential in both microalgae and starch biomass, making enzymes susceptible
for different uses.

Key words: microorganisms, enzymes, microalgae.

1 Introducio

O consumo de energia para os processos industriais aumenta diariamente, sendo parte
desta energia proveniente de residuos fosseis. Em fungdo disto ha uma necessidade cada vez
maior de investigar novas formas e fontes de energia a partir de matérias-primas alternativas.
Uma fonte alternativa para a producao de bioetanol pode ser o uso da biomassa de microalgas,
sendo este biocombustivel entdo conhecido como biocombustivel de terceira geracao.

Microalgas sdo cianobactérias que convertem a luz solar, 4gua e CO2 em biomassa
composta principalmente por carboidratos, proteinas e 6leos e podem duplicar a sua biomassa
em periodos curtos como 3,5 h apresentando taxas elevadas de crescimento em meios de cultura
mais acessiveis (CHISTI, 2007).

O processo de producao de bioetanol através da biomassa de microalgas ¢é realizado por
fermentagdo e, para que a mesma ocorra ¢ necessaria a hidrolise dos carboidratos das
microalgas, pois estes estdo ligados a parede celular e é imprescindivel a sua disponibilizagdo
para que se tornem carboidratos fermentesciveis para as leveduras. A hidrélise dos carboidratos
das microalgas pode ser realizada de modo quimico ou enzimatico, sendo que o processo
enzimatico considerado um método que gera menos residuos, este processo utiliza enzimas
sacarificantes transformando polissacaridios em agucares fermentesciveis, sendo que as

enzimas sdo produzidas preferencialmente por microrganismos.
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A diversidade de microrganismos contidos nos solos e nas aguas ¢ primordial para o
ciclo sustentdvel dos ecossistemas, sendo elementares no processo de fragmentacao,
decomposicdo da matéria organica ¢ na disponibilizagdo de nutrientes. Nesta diversidade
encontram-se microrganismos capazes de degradar diferentes tipos de polissacaridios, através
de enzimas amiloliticas.

Coluna de Winogradsky ¢ um ecossistema microbiano que pode ser utilizado como um
sistema para estudar dindmicas microbianas, interagdes e diversidade. E um ecossistema
autossustentavel, fechado, dependente apenas da entrada de luz como uma fonte de energia
exdgena que permite estudos de curto e longo prazo. Quando preparadas a partir da mesma
fonte de sedimento formam comunidades reprodutiveis, que podem ser mantidas e manipuladas
em condi¢des controladas com formacao de gradientes por tempo e espaco proporcionando uma
oportunidade para avaliar o desenvolvimento, a alteragdo e a resposta da comunidade
microbiana as variaveis ambientais (ESTEBAN, 2015).

Como propdsito se instiga a aquisi¢do de um microrganismo que contenha potencial de
hidrolisar os carboidratos da biomassa de microalgas de forma mais especifica provenientes de

um ecossistema fechado com nutrientes para estimular o desenvolvimento destes.

2 Material e Métodos

2.1 Adaptagao e selecdo dos microrganismos

Para montagem das colunas de Winogradsky foi caracterizado o solo conforme em
Tedesco et al. (1995), a 4gua por métodos descritos em APHA. (1991) e biomassa de microalga
Spirulina platensis que foi pré-tratada por Dubois et al. (1956); Lowry et al. (1951); Folsch et.(
1957) e AOAC (2005). Os pré-tratamentos foram com reagentes acidos e alcalinos e, para tais
a biomassa seca foi colocada em agua destilada contendo reagente formando uma concentragdo
de 5 g/L.

As colunas foram realizadas em frascos herméticos de vidro com capacidade de
aproximadamente 2 litros o qual, inicialmente foram colocados de solo e 4gua formando uma
mistura compactada, na segunda fase foi adicionada solo misturado com a microalga submetida
ao pré-tratamento, equivalente a 1% de biomassa de Spirulina platensis e dgua suficiente para
manter essa mistura aerada, e na terceira fase foi adicionado agua, as colunas foram fechadas
e armazenadas sob iluminagao natural e em temperatura ambiente. Ao total foram montadas 5
colunas, 2 com microalga submetida ao pré-tratamento acido, 2 com microalga submetida ao

pré-tratamento alcalino e 1 com microalga sem pré-tratamento.
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Ap6s periodo de 90 dias para desenvolvimento da flora microbiana, foram retirados dos
frascos amostras na fase liquida, na fase aerada e na fase compactada da coluna, diluidos em
soluc¢do salina 0,85% até 104, destas dilui¢cdes inoculou-se em placas de Petri com meio
contendo CaCl, 0,05g/L, NH4Cl 0,10 g/L, MgSOs 0,05 g/L, K;POs 0,40 g/L, agar
bacteriologico 15 g/ e solugdo de amido de 1% de conforme descrito por Jesus (2013).
Consequentemente as placas de Petri foram incubadas a 37°C por periodo de 24 horas. As
colonias bacterianas formadas foram submetidas a teste de verificacdo de atividade amilolitica
determinada através da formagao de halo transparente em torno das coldnias, com a adigdo de
2 mL de solugio de lugol (I> 0,5 g, KI 1,0 g e 300 mL de H»0 destilada) sobre a placa de Petri
conforme descrito por Jesus (2013) e Tafarello (2004).

Foi selecionado qualitativamente os microrganismos com formagdo de maiores halos
envolto das colonias, sendo caracteristicos de microrganismos produtores de enzimas

amiloliticas.

2.2 Producao da enzima

Os microrganismos selecionados foram inoculados em meio PC (peptona C, extrato de
levedura e glicose como fonte de carboidratos), para desenvolvimento das bactérias. A
incubacdo foi realizada a 37°C pelo periodo de 12 horas, com agitacdo de 130 rpm, este
processo foi determinado como pré-inoculo. O nimero de bactérias presentes no pré-inoculo
foi determinado pela turvacdo das suspensdes bacterianas conforme escala na tabela de
MacFarland, de acordo com essa escala estipulou 0,4 o que corresponde a 1.2 x 10° UFC/m. O
processo de fermentagdo ocorreu por 48 horas a 130 RPM o qual adicionou-se 10% de pré-
inoculo em meio contendo 2% amido, peptona C e extrato de carne.

A determinagdo da atividade enzimatica do extrato foi efetuada pela producdo de

agucares redutores, conforme Miller (1959).

2.3 Caracterizagdo extrato enzimatico

A atividade enzimatica dos extratos brutos derivados dos microrganismos com maior
potencial de exercerem atividade amilolitica submeteram-se a analise de temperatura e pH, apds
se determinava a atividade sacarificante do extrato, as analises realizadas em triplicata.

Nos extratos brutos foi realizado um processo de purificagdo com sulfato de amdnio,
sendo determinado extrato purificado, este foi analisado em UV/VIS — Espectrofotometria no

Ultravioleta Visivel e FTIR- Espectrofotometria de Infravermelho transformada de Fourier para
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determinacgdo das principais compostos presentes. O extrato bruto também realizou analise de

FTIR para averiguar sua composi¢ao.

3 Resultados e Discussoes

3.1 Adaptacdo e selecao dos microrganismos

O solo usado nas coluna de Winogradsky apresentou os seguintes resultados: pH 6,73 +
0,315, carbono total 11,52%=+0,3, fésforo 4,80 mg 0,22 e nitrogénio 0,084%=0,90. A agua
apresentou pH 6,7+ 0,225, fosforo e nitrogénio nao significativos, ¢ matéria organica de
2,97mg/L £0,2, considerada agua com pouco teor organico. A microalga Spirulina platensis
LEB 52 apresentou 44,60 +1,31 % de carboidratos, 5,65 + 0,28 de lipideos, 37,63 + 1,06 de
proteinas e 8,29 + 0,24 de cinzas.

Os pré-tratamentos quimico acido ocorreu ha 2, 4 ¢ 6% de concentragdo de acido
sulftrico a temperaturas de 80, 100 e 120°C, sendo o pré-tratamento 6% de acido a 120°C
obteve-se resultado de 268,60mg/g de carboidratos disponiveis. Os pré-tratamentos quimicos
alcalinos foram realizados com 4,8 e 12% de concentracao de hidroxido de s6dio a temperaturas
de 80, 100 e 120 °C obteve-se como resultado 225,26 mg/g de carboidratos disponiveis.

O desenvolvimento da flora microbiana nas colunas de Winogradsky ocorreu por 90
dias, apos foi isolado 9 microrganismos de cada coluna sendo que, dos 45 microrganismos
avaliados, apenas um ndo possuiu carater amilolitico. Destes foram selecionados 10
microrganismos qualitativamente que possuiram formagao de halo transparente maior envolto

das coldnias para produzir extrato enzimatico.

3.2 Produgdo do extrato enzimatico

O processo de fermentag@o foi realizado com as bactérias pré-selecionadas por um
periodo de 7 dias a 37°C e 130 rpm com intuito de avaliar a atividade enzimatica destes no
decorrer do tempo. O desempenho das suspensdes bacterianas obtiveram caracteristicas
distintas, algumas obtiveram atividade enzimatica em periodos maiores, outras obtiveram
atividade enzimatica mais baixa que as demais e algumas atingiram um nivel de atividade
enzimatica e preservaram no decorrer do periodo.

Deste ensaio foram selecionadas 4 suspensdes bacterianas que obtiveram atividade
significativa no periodo de 48 horas para produ¢do do extrato enzimatico (Figura 1).

Figura 1 - Atividade enzimatica do crescimento dos microrganismos selecionados.

(a) microrganismo 3; (b) microrganismo 5; (¢) microrganismo 7; (d) microrganismo 9
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Os quatro microrganismos selecionados foram submetidos a produgdo de extrato

enzimatico sendo denominados extrato brutos.

3.3 Caracterizagdo do extrato enzimatico

Os extratos brutos submeteram-se ao processo de purificagdo com sulfato de amonio,
sendo estes ressuspendidos em duas quantidades de dgua, a primeira o equivalente a 0 mesmo
volume que o extrato inicial e a segunda o equivalente a 10% do volume total. Os resultados da

atividade enzimatica nos extratos estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Atividade enzimatica dos extratos enzimaticos

Atividade do extrato Atividade do extrato
Extratos Atividade do extrato  purificado (ressuspensdo purificado (ressuspensio
bruto (U/mL)* total) (U/mL )* 10%) (U/mL )*
1 37,77 £3,21° 19,72 £ 1,31>b 142,86 +£2,372
2 33,23 £ 0,45° 22,75+ 1,63% 106,71 £3,95¢
3 32,54 +3,01° 20,53 £ 0,99 »b 11425+0,59°
4 39,56 £2,75° 18,75+ 1,46° 116,55 +1,48"

* resultados de médias + desvio padrao. Nos resultados valores seguidos de letras iguais na coluna nao

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Verificou que o extrato purificado ressuspendido com apenas 10% de seu volume inicial
triplicou a atividade enzimatica concentrando o extrato ocorrendo o inverso o qual foi
ressuspendido no mesmo volume do extrato bruto diminui a atividade enzimatica.

Os extratos purificados com sulfato de amoénio foram avaliados em FTIR e UV/VIS,
resultando que todos sdo considerados muito préximos em sua composicao organica (Figura 2
e 3).

Figura 2 - Espectro de infravermelho dos extratos purificados.
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No extrato enzimatico purificado, ocorreram bandas médias na faixa de absor¢do e
intensidade em 3380 cm™' a 2950 cm™' que corresponde ao grupo de aminas primarias e
secundarias e ions de amonio associado a amidas (LOPES, 2004).

De acordo com Lopes (2004), as bandas na faixa de 1610 cm *! a 1650 cm ! de bandas
curtas corresponde amidas terciarias ou ligagdes (C=N), na banda 1430 média apresenta
compostos aromaticos € a banda mais expressiva na faixa de 1100 cm -' a 1050 cm™! indica a
presenga de ligacdo O-H sendo alcool, a presenga destes compostos se deve-a dissolugdo do

extrato enzimatico em agua, ocorrendo a presenga de outros componentes.
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Figura 3 - Espectros de varredura dos extratos purificados com sulfato de aménio.
(a) extrato enzimatico purificado 1; (b) extrato enzimatico purificado 2; (c) extrato

enzimatico purificado 3; (d) extrato enzimatico purificado;
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Em ambos extratos, ocorreram poucas diferencas significantes, sendo possivel observar
em todas um pico absor¢do na faixa entre 235 a 295 nm. Skoog (2007) demonstra caracteristicas
de absor¢ao de alguns cromoforos sendo, para nitrato (C2HsONO») cerca de 270 nm, compostos
nitroderivados (CH3NO2) na faixa de 280 nm e grupo carbonilas entre 186 a 280 nm.

Os extratos brutos foram submetidos a 90°C por periodo de 5 horas para avaliar seu

comportamento sob influéncia de temperatura alta. (Figura 4).

Figura 4 - Desempenho dos extratos brutos a 90°C.
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O extrato 1 demonstrou uma atividade residual abaixo dos demais extratos, porém ainda

manteve sua atividade enzimatica ficando cerca de 50% em relagdo ao inicio do processo.

Os extratos 1 e 2 promoveram comportamento semelhantes, porém mantiveram atuagao
no decorrer do periodo e, os extratos 3 e 4 mantiveram a sua atividade enzimatica enzimatica

permanecendo acima de 65% em todo o percorrer do periodo.

O efeito da temperatura ¢ complexo e pode haver diversas causas, com o aumento da
temperatura, a atividade molecular ¢ aumentada aumentando a formagdo de complexo
enzimatico, porém o aumento continuo pode ocorrer uma inativagdo gradativa até inativagao
total, causada pela desnaturagdo da proteina pelo calor. (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

As amilases termoestaveis sdo produzidas por um pequeno nimero de organismos
mesofilicos, sendo que a velocidade de uma reacdo enzimatica mediada por uma enzima
termofilica dobra, aproximadamente, a cada aumento de 10° C na temperatura, para considerar
que a enzima ¢ estavel a elevadas temperaturas, a velocidade de reagdo pode ser aumentada
grandemente ao se operar a uma temperatura relativamente elevada (CARVALHO, 2007), este
fator pode esclarecer o comportamento dos extrato 4 que manteve sua atividade ao decorrer do
tempo e demonstrando atividade superior ao inicial em algumas coletas.

Os extratos brutos foram submetidos a pH na faixa de 4,5 a 8,0 com solugdes

tamponadas contendo 1% de amido com os respectivos pH , conforme Figura 5.

Figura 5 - Comportamentos extratos brutos em diferentes condi¢des de pH
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A verificagdo do pH demonstra rendimento mais eficiente em pH 5,0 em dois extratos
(extrato 1 e 4) e rendimento eficiente em pH mais proximo a neutralidade (6,5) sendo estes trés

extratos avaliados com comportamento semelhantes e significativos.
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3.4 Agao dos extratos sobre a biomassa de microalgas

Os extratos brutos e extratos purificados demonstraram atividade enzimatica no amido,
demonstrando capacidade hidrolitica. Estes foram entdo submetidos a avaliagdo de sua
capacidade na microalga Spirulina platensis.

Os extratos bruto e purificados foram avaliados em sua atuacdo na microalga Spirulina

platensis inserida em solucao tampao pH 5,5 sob agitacdo de 100 rpm a 50°C (Tabela 2).

Tabela 2 - Sacarificagdo da microalga com extratos em solucdo tampao pH 5,5

Acucares redutores (g/L)*

Extratos
Oh 24 h 48h
Extrato bruto 1 0,81 £0,01 1,29 +0,05* 0,63 +0,01°¢
Extrato purificado 1 0,81+ 0,01 0,66 £0,01¢ 0,72 +0,01°
Extrato bruto 2 0,81 £0,01 0,71 + 0,08>¢ 0,60 £0,01°
Extrato purificado 2 0,81 £0,01 0,88 +0,01° 0,71 +0,01*
Extrato bruto 3 0,81 +0,01 1,34 +0,08° 0,65+0,01°
Extrato purificado 3 0,81 +£0,01 0,63 £+ 0,03¢ 0,67 +£0,01°¢
Extrato bruto 4 0,81 £ 0,01 1,16 £0,03* 0,72 + 0,03 *®
Extrato purificado 4 0,81 £0,01 0,61 +0,01¢ 0,65 +0,03¢

* resultados de médias + desvio padrdao. Nos resultados valores seguidos de letras iguais na

coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Neste ensaio o extrato bruto 1 ¢ 3 obteve uma maior extra¢do de agtcares redutores (1,3
g.L 1) em 24 horas de hidrélise sendo que, este valor diminui em 48 horas, segundo Taherzadeh
e Karimi (2007) apud Rodrigues (2016) este comportamento pode ser atribuido a contaminagao
ao longo do processo de hidrolise enzimatica pois, o tempo de hidrolise ¢ longo e a solugao
torna-se uma fonte disponivel para microrganismos indesejados.

Os extratos bruto e purificados foram avaliados em sua atuagdo na microalga Spirulina

platensis inserida em solug@o tampao pH 7,0 sob agitacdo de 100 rpm a 60°C (Tabela 3).
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Tabela 3- Sacarificagdo da microalga com extratos em solu¢ao tampao pH 7.,0.

Acucares redutores (g/L) *

Extrat
xratos 0h 24h 48h
Extrato bruto 1 0,89 +0,01 1,44 + 0,020 1,29 + 0,020
Extrato purificado 1 0,89 + 0,01 0,97 +0,014 0,94 + 0,02¢
Extrato bruto 2 0,89 +0,01 1,46 +0,01° 1,27 + 0,06°
Extrato purificado 2 0,89 + 0,01 1,00+ 0,01¢ 0,83 +0,07¢d
Extrato bruto 3 0,89 + 0,01 1,31+ 0,02¢ 1,26 + 0,020
Extrato purificado 3 0,89 +0,01 0,90 +0,02¢ 0,85+ 0,014
Extrato bruto 4 0,89 £0,01 1,67 +£0,02% 1,53 +£0,04*
Extrato purificado 4 0,89 + 0,01 0,95 +0,014¢ 0,80 + 0,044

* resultados de médias + desvio padrao. Nos resultados valores seguidos de letras iguais na
coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Neste ensaio a quantidade de agucares redutores se manteve constante no periodo de 48
h, nos extratos brutos e purificados inoculados destacando uma maior extragdo no periodo de

24 h no extrato bruto 4 de 1,67 g.L! de agucares redutores.

Conclusao

Amilases com carater termofilico sao de grande interesse no mercado biotecnoldgico,
dentre 45 microrganismos isolados, adquirir 44 com carater amiloilito demonstra que o meio
em que se desenvolveram influenciou, sendo o carboidrato presente no solo, 4gua e mais da
microalga pré-tratada. As enzimas provenientes das bactérias obtiveram atuagdo em
temperaturas elevadas e desenvolvimento em pH 5,5 e 6,5 proximo a neutralidade. A atividade
enzimatica em microalgas abaixo que em amido, porém deve-se melhorar a purificacdo dos

extratos para obter resultados mais relevantes.
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APENDICE B — Resultado do teste de lugol nos diferentes pré-

tratamentos

Ensaio com NaOH 4% a 120°C e 12% a 80°C
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Ensaio coluna Winogradsky sem pré-tratamento




APENDICE C - Atividade enzimatica dos microrganismos nao

selecionados
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