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RESUMO

As microalgas sdo apontadas como uma alternativa aos combustiveis fosseis, pois podem ser
aplicadas na producdo de biocombustiveis. As vantagens ambientais e técnicas j& foram
comprovadas, mostrando que a produtividade de cultivos de microalgas, quando comparadas
com as culturas tradicionais (milho e soja, por exemplo), é superior. Entretanto, um dos
problemas na producdo é o elevado custo e a colheita da biomassa figura como uma das
etapas mais onerosas. Desta forma, buscar métodos mais adequados e viaveis se torna
necessario. Um dos processos indicados para separacdo € o uso de coagulantes. No caso da
producdo de etanol, que envolve processos enziméticos e fermentativos, muitos fatores podem
afetar a eficiéncia de conversdao em produto. Com isso, 0 objetivo do trabalho foi estudar a
separacdo da Spirulina platensis com diferentes coagulantes e as influéncias destes nos
processos de hidrdlise enzimatica. Foram realizados cultivos de Spirulina platensis LEB 52
em tanques abertos, em modo semi-continuo. A colheita da microalga foi realizada com 11
tipos de coagulantes, sendo estes organicos e inorganicos, e uma compara¢do com o método
de centrifugacdo. Para a determinacdo da melhor condi¢cdo de colheita, foram realizados
delineamentos compostos centrais, variando dois fatores (pH e concentracdo) em dois niveis.
Com as condigbes de colheita ideais para cada coagulante, seguiu a aplicacdo em maior
escala, caracterizacdo da biomassa foi realizada quanto a teor de carboidratos, proteinas,
cinzas, umidade e analise em MEV/EDS. A biomassa foi rompida pelo método de
congelamento e descongelamento seguida de hidrolise enzimatica dos carboidratos e das
proteinas. Os coagulantes se mostraram eficientes na separacdo da biomassa, alcangando
eficiéncias de até 99,5%. Na caracterizacdo quimica foi identificado alto teor de cinzas,
proveniente dos sais do meio de cultivo e coagulante retido. O sulfato de aluminio férrico se
destacou na sacarificacdo, convertendo aproximadamente 37,52% dos carboidratos em agucar
redutor. Na hidrolise proteica, baixas eficiéncias de hidrolise foram obtidas (1,26 - 4,07 %). O
processo de coagulacdo e floculagcdo tem um campo de aplicacdo promissor, devida a
facilidade de aplicacdo em cultivos de grande escala e as altas eficiéncias de remocdo. No
entanto, para utilizacdo em processos biotecnoldgicos sugerem-se estudos para separacao dos
coagulantes da biomassa previamente.

Palavras-chave: Microalgas. Coagulacdo. Hidrolise enzimatica.



ABSTRACT

Microalgae are an alternative to fossil fuels, as they can be applied in the production of
biofuels. The environmental and technical advantages are proven, showing that the
productivity of microalgae, when compared to traditional crops (corn and soybean, for
example), is higher. However, one of the problems in production is the high cost and the
harvesting of biomass is one of the most costly stages. In this way, finding more suitable and
viable methods becomes necessary. One of the indicated processes for separation is the use of
coagulants. In the case of ethanol production, which involves enzymatic and fermentative
processes, many factors can affect the conversion efficiency into product. Therefore, the
objective of this work was to study the separation of Spirulina platensis with different
coagulants and their influence on enzymatic hydrolysis processes. Cultures of Spirulina
platensis LEB 52 were performed in raceways, in semi-continuous mode. The microalgae
harvest was carried out with 11 types of coagulants, these being organic and inorganic, and a
comparison with the centrifugation method. For the determination of the best harvesting
condition, central compound designs were performed, varying two factors (pH and
concentration) at two levels. With the ideal harvest conditions for each coagulant, it followed
the application on a larger scale, characterization of the biomass was carried out regarding the
carbohydrate, protein, ash, moisture content and SEM/EDS analysis. The biomass was broken
by the freezing and thawing method followed by enzymatic hydrolysis of carbohydrates and
proteins. The coagulants were efficient in separating the biomass, reaching efficiencies up to
99.5%. In the chemical characterization, high ash content was identified from the culture
medium salts and retained coagulant. Ferric aluminum sulphate stood out in saccharification,
converting approximately 37.52% of the carbohydrates into reducing sugar. In protein
hydrolysis, low hydrolysis efficiencies were obtained (1.26 - 4.07%). The coagulation and
flocculation process has a promising application area, for ease of large-scale application and
high removal efficiencies. However, for use in biotechnological processes studies are
suggested to separate biomass coagulants previously.

Keywords: Microalgae. Coagulation. Enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

A crise do petrdleo na década de 1970 e as crescentes preocupacdes com 0s impactos
do aquecimento global aumentaram a busca por fontes de energia renovaveis, porém o0s
combustiveis fésseis ainda dominam a geracdo de energia, gerando uma dependéncia global
(JUAREZ et al., 2014). Dados do Renewable Energy Policy Network for the 21% Century
(REN21) mostram que em 2016, a participacdo de combustiveis fosseis no consumo de
energia mundial era ainda de 79,5%, enquanto as fontes renovaveis eram responsaveis por
apenas 18,2%.

Os combustiveis renovaveis sdo uma alternativa do ponto de vista econémico,
ambiental e social, sendo que os principais biocombustiveis produzidos em grande escala sdo
0 biodiesel e o etanol, usados isolados ou em misturas com o0s combustiveis fosseis
(ESCOBAR et al., 2009; BARROS, 2007).

Atualmente, o etanol é o principal biocombustivel liquido produzido no mundo,
destacando a construcdo de biorrefinarias especialmente nos Estados Unidos e Brasil. A
producdo global de etanol em 2014 foi de 108 bilhdes de litros, sendo que em 2009 a
producdo foi equivalente a 74 bilhdes de litros, o que demonstra a expansao do setor (RFA,
2016).

Na producdo do etanol de primeira geracdo (produzido através de milho e cana-de-
acucar, por exemplo) apesar da viabilidade técnica e econdmica, ha a competicdo por terras
agricultaveis com a producdo de alimentos e geracdo de subprodutos. Com isso, buscando
uma valoracédo dos produtos, fomentou-se o interesse por biocombustiveis de segunda geracéo
(produzido a partir de residuos de culturas alimentares) que requerem métodos diferenciados
para converter a biomassa em combustivel e com isso, equipamentos mais sofisticados e
maior investimento, que sdo uma barreira a producdo (NIGAM; SINGH, 2011).

As pesquisas tém se concentrado, entdo, na terceira geracao que € produzido através da
biomassa de microalgas. As microalgas podem ter diversas outras aplicacfes: ragdo animal,
aquicultura, cosméticos e farmacos. No Brasil, a pesquisa e producdo comecaram em 1970 e a
producéo comercial atual é voltada principalmente para aquicultura (DAMASO et al., 2014).

Um estudo sobre os impactos do ciclo de vida, com énfase nas emissdes de CO: e uso
do solo, de Gnansounou e Raman (2016), mostrou que a producdo de combustiveis a partir de
microalgas gera menos impactos quando comparados com as fontes convencionais. No

entanto, como as outras tecnologias, existem desvantagens.
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O fator mais importante que impede a viabilidade da produgdo em grande escala é o
custo. Estima-se que a colheita e a secagem da cultura de microalgas contribuam de 20% a
30% no custo liquido da producéo da biomassa (MATA; MATINS; CAETANO, 2010).

A colheita de microalgas € dificultada pelos seguintes motivos: sdo organismos
microscopicos com didmetro entre 3 um e 30 pum; nos cultivos suas concentra¢fes sdo baixas
(menores que 5 g/L); apresentam cargas de superficie negativas, que causam repulsdo entre as
células, e com isso baixa taxa de sedimentacdo (GRIMA et al., 2003). A técnica mais utilizada
para a separacao das células do meio de cultivo é a centrifugacdo (RAWAT et al., 2013), no
entanto, outras técnicas podem ser utilizadas, até mesmo em conjunto, para diminui¢do dos
custos do processo.

Dentre diversas técnicas de separacao, o0 uso de coagulantes se tornou objeto de estudo
pela facilidade na aplicacdo em grande escala (TRAN et al., 2013; KIM et al.,, 2017;
CANCELA et al., 2017; MOHAMED et al., 2017). No entanto, alguns estudos ja apontam
que os tradicionais produtos comerciais utilizados nos processos fisico-quimicos de
tratamento de agua e efluentes podem apresentar desvantagens de acordo com a finalidade da
biomassa.

Os coagulantes inorganicos, que sdo de uso comum, apresentaram em alguns estudos
lise celular e descoloracdo da biomassa (PAPAZI; MAKRIDIS; DIVANACH, 2010). Com
iss0, 0s coagulantes organicos seriam mais adequados para a separacao. No entanto, ha de se
observar qual o comportamento da biomassa segregada por processos de coagulacdo quando
submetidas a uma finalidade especifica.

Nos processos biotecnoldgicos é comum a utilizacdo de enzimas para a obtencdo do
produto. A producdo de bioetanol, por exemplo, compreende processos de sacarificagdo e
fermentacdo, utilizando enzimas e leveduras, o que pode se tornar sensivel a presenca de
algumas substancias, estas que podem estar na composi¢cdo dos coagulantes utilizados. Além
disso, outras aplicacGes da biomassa microalgal, em funcdo da composi¢do quimica desta,
podem incluir etapas de hidrolise enzimatica, como por exemplo a hidrolise enzimatica de
proteinas para a sintese de biopeptidios. Essas aplicagfes sdo comuns quando se busca a
aplicacdo total da biomassa num conceito de biorrefinarias de microalgas. Desta forma,
verificar o efeito da biomassa separada utilizando processos de coagulagédo e floculacéo é
importante para essas aplicacoes.

Este trabalho estd vinculado ao Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Civil e
Ambiental na linha de pesquisa de “Infraestrutura Sustentavel”, mais especificamente ao

Saneamento Ambiental. Nos ultimos anos varios projetos foram realizados visando a
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producdo de biocombustiveis a partir de microalgas, principalmente estudando diferentes
meios de cultivo (por exemplo, com adigdo de residuos industriais), mas nenhum estudo
focou na colheita da biomassa. Assim, espera-se contribuir com os estudos ja realizados e
agregar conhecimento para projetos futuros.
O objetivo geral do trabalho foi estudar a separagdo da Spirulina platensis com
diferentes coagulantes e as influéncias destes nos processos de hidrdlise enzimatica.
Os objetivos especificos foram:
a) Estudar se coagulantes organicos, inorganicos e naturais sdo eficientes na colheita da
Spirulina platensis;
b) Avaliar se o tipo de coagulante influencia a composi¢do fisico-quimica da biomassa
colhida;

c) Avaliar se os coagulantes apresentam efeito na hidrélise enzimatica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOCOMBUSTIVEIS

Segundo a Lei n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, biocombustivel é o combustivel
derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna ou, conforme
regulamento, para outro tipo de geracdo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente
combustiveis de origem féssil (BRASIL, 2005).

A Portaria MAPA n° 75, de 05 de marco de 2015, estabelece a adigdo de 27% de
etanol a gasolina comum e 25% na gasolina premium (BRASIL, 2015).

Ainda, a Lei n° 13.263, de 23 de marco de 2016 estabelece adi¢do obrigatoria de 10%
de biodiesel ao dleo diesel em todo territério nacional (BRASIL, 2016).

A matéria-prima para obtencdo dos biocombustiveis chamados de primeira geracao
provem de culturas alimentares. O processo utilizado é a fermentacdo das culturas (cana-de-
acucar e milho) se o objetivo é a producdo de bioetanol. Para as culturas oleaginosas
(girassol) € aplicado o processo de transesterificacdo para obtencdo de biodiesel (REBELO,
2014).

Os biocombustiveis de segunda geracdo, por exemplo, biomassa lignoceluldsica,
residuos de culturas alimentares, entre outras fontes, que requerem métodos diferenciados
para converter a biomassa em combustivel e com isso, equipamentos mais sofisticados e
maior investimento, que s&o uma barreira a producdo (NIGAM; SINGH, 2011).

A continua busca por fontes mais sustentaveis para producdo de biocombustiveis tem
se concentrado nas microalgas, que compde a terceira geracao de producdo (RAMALHO,
2013). As microalgas fornecem carboidratos que sdo fonte de carbono para a fermentacdo,
porém, alguns detalhes ainda impedem que a producdo de etanol a partir de biomassa
microalgal seja vidvel economicamente, como a dificuldade e investimento para os cultivos.

O processo de obtencdo do bioetanol em si € o mesmo que as outras culturas (por
exemplo, o milho), porém, anteriormente, é necessaria a remocao dos lipidios, rompendo a
célula via extracdo por solvente ou mecénica, fazendo com que os carboidratos tanto
presentes na membrana celular quanto no meio intracelular estejam disponiveis para a
fermentacdo (CARDOSO et al., 2011).

Segundo Miranda (2011), as vantagens para que as microalgas tornem-se matéria-
prima preferencial para a producdo de biocombustiveis é a maior eficiéncia fotossintética,

cerca de 3-8% nas microalgas versus 0,5% nas plantas, manuseio mais facil, bem como
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capacidade de remocao de didxido de carbono, sendo que o cultivo pode ser realizado em
areas impraéprias para desenvolvimento de culturas alimentares.
A Figura 1 esquematiza os processos que podem ser aplicados para obtencdo de

produtos provenientes de biomassa de microalgas.

Figura 1 - Processos e produtos provenientes de biomassa

li Microalgas —I

Conversao Conversao
Bioguimica Termoquimica
! |
| | [ I I ]
Fermentacio Transesterificacio Gaseificacio Pirdlise Liquefagio Hidrogenagio
Etanol Biodiesel Gas Oleo, carvio Oleo Oleo
Combustivel :

Fonte: adaptado de BORGES (2014).

Como demonstrado na Figura 1, existem varios produtos da biomassa de microalgas,
dependendo da conversdo que for realizada. Cada aplicacdo requer caracteristicas fisiologicas
especificas, como por exemplo, um maior teor de carboidratos ou lipidios, para que se tenha
maior rendimento possivel (BORGES, 2014). Uma das posibilidades bastante exploradas € a
obtencdo de etanol, via conversdo bioquimica, que demanda de alto teor de carboidratos

acumulado pela microalga.

2.1.1 Processo de obtencdo de bioetanol

O Brasil, Estados Unidos e Canada sdo os paises que se destacam com maiores
producdes de bioetanol. O bioetanol é produzido pelo processo bioquimico da fermentacao,
que pode ser realizado com diferentes matérias-primas desde que possuam determinado teor
de acucares simples (DEMIRBAS, 2010).

Existem diversas metodologias para producdo de bioetanol, variando de acordo com a
materia-prima utilizada. No Brasil, que utiliza a cana-de-agicar como matéria-prima
primeiramente, é realizada a hidrdlise enzimatica da sacarose, seguida pela transformacéo dos

acucares simples em glicose e frutose. Entdo é realizada a fermentagdo, sendo a
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Saccharomyces cerevisiae 0 fermentador comumente utilizado. Na etapa de fermentagéo, as
enzimas presentes convertem a glicose e frutose em etanol, liberando gas carb6nico (SOUZA
etal., 2012).

Algumas microalgas se destacam em estudos para producdo de bioetanol, como a
Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas, Scenedesmus e Spirulina, pois apresentam altas
concentracdes de amido e glicogénio em sua composicdo (JOHN et al., 2011).

Para biomassa de microalgas, o processo comum de producéo de bioetanol envolve um
pré-tratamento para romper a parede celular da biomassa, a hidrolise dos polissacarideos, com
intuito de formar os acgucares simples e fermentagdo alcodlica (HARUN et al., 2010).

O pré-tratamento ou rompimento celular é essencial para disponibilzar os aglcares
para 0 processo de fermentacdo. Os pré-tratamentos podem ser divididos em fisicos,
bioldgicos e quimicos. O pré-tratamento fisico compreende processos mecanicos para romper
a parede celular; o tratamento bioldgico utiliza microrganismos e enzimas com objetivo de
degradar a biomassa, causando a liberacdo dos aglUcares e o tratamento quimico insere
reagentes quimicos, geralmente acido sulfarico e hidroxido de sodio, aumentando a
biodegradabilidade da celulose (HARUN; DANQUAH, 2011; ZHENG; PAN; ZHANG,
2009).

Alguns estudos, como de Miranda, Passarinho e Gouveia (2012) estudaram diferentes
tipos de pré-tratamentos para biomassa de microalga Scenedesmus obliquus. Os resultados
obtidos foram mais satisfatorios para o0 método quimico com &cido sulfdrico, comparando
com ultrassom, autoclave, &cido cloridrico e hidroxido de sodio.

A etapa de sacarificagdo comumente utiliza hidrélise enzimética em conjunto de
hidrélise acida. As enzimas reduzem os compostos em acucares simples e a hidrdlise acida
torna o processo economicamente viavel (HARUN et al., 2010). Pourzolfaghar et al. (2016)
citam que sdo vantagens da hidrolise enzimatica ocorrer sob condi¢Gs de pH e temperatura
mais suaves, reduzir custos de energia, consumir menos solventes e fornecer produtos de
reacdo mais limpos, com perigo reduzido de reacdes secundarias.

Enzimas sdo proteinas que catalisam uma rea¢do quimica, reduzindo a energia de
ativacdo necessaria para que os produtos sejam gerados. No funcionamento, o substrato se
liga ao sitio ativo da enzima, induzindo uma alteragéo no estado conformacional da enzima,
ocasionando um encaixe. Posteriormente, os produtos sao formados, se desligam da enzima e
sdo liberados. Alguns fatores de controle sdo importantes quando se fala em reacOes

enzimaticas: temperatura e pH dependem do intervalo no qual as enzimas apresentam maior
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atividade; relacdo enzima-substrato influencia diretamente a velocidade de reacdo, sendo que
uma alta relacdo torna o processo invidvel (MOTTA, 2011).

A a-amilase, por exemplo, ¢ uma enzima extracelular que hidrolisa varias ligagdes a-
1,4 ndo terminais de moléculas de amilopectina, amilose, glicogénio e dextrina. A faixa de pH
Otima de atuacdo varia entre 4,6 e 9,2, conforme a espécie bacteriana ou fungica, método de
ensaio e temperatura de incubagdo. A temperatura 6tima das amilases esta na faixa de 15 °C a
30 °C (REGULY, 1996).

A fermentacdo a partir de microalgas é considerada vantajosa pois envolve menor
consumo de energia, se comparado ao biodiesel e 0 CO, subproduto da fermentacao, pode ser
reciclado como fonte de carbono nos cultivos (SINGH; GU, 2010). A selecdo de
microrganismos para a fermentacdo deve levar em consideracdo a alto desempenho para
fermentar carboidratos, elevada velocidade de fermentacdo, osmotolerancia, tolerancia ao
etanol formado e compostos acidos, resisténcia a altas temperaturas e estabilidade genética
(ALENCAR et al., 2009).

2.1.2 Hidrdlise Proteica

As proteinas formadas fundamentalmente por carbono, hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio. Sd8o compostas por unidades fundamentais chamadas aminoacidos que estdo
ligados entre si por ligagdes peptidicas (DAMODARAN et al., 2010).

Os biopeptideos sdo definidos como fragmentos de proteinas que apresentam
beneficios a satde do ser humano, contendo de 3 a 20 residuos de aminoacidos, normalmente
sdo inativos dentro da molécula de proteina. Para que ocorra a liberacdo dos fragmentos
bioativos, as proteinas precisam ser hidrolisadas (KORHONEN, 2009).

Os fragmentos bioativos podem ser liberados por: hidrolise enzimatica através de acédo
de protease gastrointestinal, hidrdlise enzimatica microbiana durante a fermentacdo ou
processamento proteolitico utilizando enzimas exdgenas (SAMARAKOON; JEON, 2012).

A hidrolise proteica baseia-se no rompimento das ligacdes peptidicas, originando
peptideos de diferentes tamanhos e aminoacidos livres. Os hidrolisados proteicos podem ser
obtidos basicamente por trés métodos: hidrdlise alcalina, hidrélise acida e hidrélise
enzimatica (CAMPBELL; FARRELL, 2007; NELSON; COX, 2011).

A hidrdélise enzimatica destaca-se por apresentar maiores beneficios e vantagens em
relacdo a modificacdo quimica, ja que as enzimas possuem maior especificidade com o
substrato, diminuindo a probabilidade de ocorrerem reacdes indesejaveis, que resultem na
formagéo de produtos toxicos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224416300346#bib47
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224416300346#bib47
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2.2 CULTIVO E COLHEITA DE MICROALGAS
2.2.1 Cultivos de microalgas

O termo microalga diz respeito aos microrganismos que contem clorofila e outros
pigmentos fotossintéticos, capazes de realizar fotossintese. A estrutura celular pode ser
eucaridtica ou procariotica, sendo que o segundo caso pode denominar-se cianobactéria
(GOMEZ, 2007).

Segundo Lourenco (2006), o cultivo de microalgas € praticado ha aproximadamente
140 anos. O cultivo depende de fatores especificos, pois as microalgas apresentam elevada
sensibilidade: instalacBes especiais, equipamentos, agua de boa qualidade e meio de cultivo
adequado, proporcionando o0s nutrientes essenciais para o crescimento do microrganismo.

Um parametro importante € a agitacdo, prevenindo a sedimentacdo das células e
assegurando exposicdo uniforme do cultivo a luz e nutrientes. O pH também deve ser
controlado, sendo que o pH 6timo para a maioria das espécies esta entre 7 e 9. Caso nao seja
mantido o pH étimo pode ocorrer colapsos na cultura por rompimento de processos celulares
(WANG et al., 2012).

Os cultivos podem ser, segundo Mata et al. (2010):

a) Fotoautotroficos: a luz é utilizada como fonte de energia e CO2 como fonte de

carbono;

b) Heterotréficos: auséncia de luz e utilizacdo de compostos organicos como fonte

de carbono e energia;

C) Mixotréfico: a combinagdo de a) e b).

Como todos os microrganismos, as microalgas seguem uma curva de crescimento

definida, como é apresentada na Figura 2.
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Figura 2 - Crescimento microalgal (linha sélida) e concentracdo de nutrientes (tracejada)

Taxa de crescunento
Concentragio de nutrientes

Tempo

Fonte: MATA et al. (2010).

A fase identificada como 1 compreende a fase de lag, uma fase de adaptacdo das
células ao meio de cultivo; na fase 2, fase de aceleracdo, observa-se uma faixa de crescimento
na concentracdo; a fase 3 é caracterizada por um crescimento exponencial; a fase 4 é
estacionaria, ou seja, o crescimento maximo foi alcangado, ja que os nutrientes foram
consumidos; finalmente a fase 5 é de declinio, onde hd um decréscimo no nimero de células.
(MATA et al., 2010).

No cultivo, em geral, ha necessidade de fonte de energia luminosa e fontes de carbono,
podendo ser na forma de carbonos comuns (CO, e HCO3) e utilizagdo de outros
macronutrientes (nitrogénio, fosforo e potéssio) e micronutrientes (ferro, molibdénio, dentre
outros). A temperatura deve estar na faixa de tolerancia da microalga cultivada (FRANCO;
LOBO; CRUZ, 2013).

O cultivo de microalgas pode ser feito em sistemas de cultura abertos (lagos) e em
sistemas fechados e controlados (fotobiorreatores). Os raceway ponds (Figura 3) e também
lagos naturais s&o utilizados para a producdo comercial de microalgas pela vantagem
econdmica, porém, trazem desvantagens quanto ao pouco controle que se tem das condicGes
de cultivo e baixa produtividade quando comparado a sistemas controlados. Entdo, os
fotobiorreatores chegam a altas produtividades, devido ao controle que se tem (MATA et al,
2010).
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Figura 3 - Exemplos de cultivo aberto e cultivo fechado

Um resumo dos parametros e controles necessarios entre os tipos de cultivo é

apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 - Comparacdo entre tipos de cultivo de microalgas em tanques abertos e fechados

Parémetro Tanque aberto Fotobiorreator fechado
[luminagdo Razoavel Excelente
Controle da temperatura Nenhum Excelente
Agitacdo Baixo Médio
Controle de contaminagdo Baixo Elevado
Custos Baixo Elevado
Producéo volumétrica Elevada Baixa

Fonte: adaptado de SANTOS (2013).

O Quadro 1 mostra que se os cultivos necessitam de controles rigidos em iluminacéo,
temperatura, agitacao e evitar a contaminagao, o mais indicado € utilizar o reator fechado. Se
os controles de iluminacdo, temperatura, agitacdo e contaminacdo ndo sdo tdo importantes, o

tanque aberto pode ser mais vantajoso pelo custo baixo e alta producao.

2.3 AplicacGes da biomassa de microalga
Os estudos utilizando biomassa de microalgas aumentaram devido a diversidade de
espécies e substancias que podem ser sintetizadas. Algumas espécies cultivadas em grande

escala, a partir do desenvolvimento das tecnologias de cultivo, colheita e processamento
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permitem a utilizacdo comercial, para fins de nutricdo humana e animal (AHMAD; YASIN;
DEREK; LIM, 2011b).

Segundo Gomez (2007) o cultivo de microalgas interessa na utilizacdo como fonte de
alimento de crustaceos, tratamento de aguas residuais, biofertilizantes, nutricdo humana e
farmacos, producgéo de enzimas, vitaminas, pigmentos e combustiveis.

Na producdo de combustiveis, as microalgas vém destacando sua aplicabilidade j& que
podem ser cultivadas em terrenos impréprios para agricultura convencional, ndo competindo
com culturas alimentares; podem ser cultivadas em aguas salobras e residuais, nessa ultima,
contribuindo para o tratamento, principalmente consumindo nitrogénio e fosforo; alto
rendimento em pequenas areas, comparando com culturas de soja e milho e remocgéo de CO>
da atmosfera (AHMAD; YASIN; DEREK; LIM, 2011b).

Os teores de proteinas, carboidratos e lipidios da composicdo celular de algumas

espécies estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo celular de diferentes espécies de microalga

Espécies Proteinas (%0) Carboidratos (%) Lipidios (%0)
Sccenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Tetraselmis maculata 52 15 3
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Synechococcus sp. 63 15 11

FONTE: Adaptado de LOURES (2016).

Para as microalgas, os carboidratos atuam como componentes estruturais nas paredes
celulares e como componentes de armazenamento dentro da célula, fornecendo energia
necessaria para 0 metabolismo. O teor dos compostos de armazenamento (proteinas, lipidios e
carboidratos) pode variar de acordo com as condi¢bes ambientais do crescimento (MARKOU
etal., 2012).

Buscando maximizar a producgdo de bioetanol, a espécie de microalga deve, entdo, ter
alto teor de carboidratos e alta producdo de biomassa. Para tanto, existem maneiras de
manipular as condigdes de cultivo para induzir as células a acumularem mais carboidratos. Os

fatores mais citados séo a limitacdo de nutrientes, limitagdo de luz e temperatura. A reagéo
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das microalgas quando em meio de cultivo com restri¢do de nitrogénio depende da espécie em
estudo: em alguns casos, resulta em acumulo maior de lipidios e em outros casos, acumulo de
carboidratos. Da mesma maneira, a limitacdo de fdsforo resulta em acumulacdo de
carboidratos e lipidios, diminuindo a sintese de proteinas (MARKOQOU et al., 2012).

A luz é citada como influéncia no acumulo de carboidratos no trabalho de Magro
(2016), que alterou a velocidade de agitacdo dos cultivos de Spirulina pletensis em tanques
abertos, obtendo nas maiores velocidades testadas, maior teor de carboidratos, devido ao fato
de que maior agitacdo promove uma distribuicdo mais uniforme de luz as células.

Vendruscolo (2016) testou diferentes microalgas em meios de cultivo com adic¢éo de
efluente de maltaria e em restricdo de fosforo e nitrogénio, conseguindo acumular 30% e 49%
de carboidratos em Spirulina platensis e Synechococcus nidulans, respectivamente.

Salla et al. (2016) apontaram a microalga Spirulina platensis como promissora
matéria-prima para producdo de bioetanol por conta da alta produtividade de carboidratos.
Realizando cultivos com diluicdo do meio padrdo Zarrouk a 20% e adicdo de residuos de soro
de leite, resultando num meio de cultivo com limitacdo de fdsforo, potassio e ferro,
principalmente, obtiveram biomassa com teor de carboidratos de aproximadamente 38% e

produtividade de carboidratos de 60 mg.L.d.

2.4 Formas de colheita de microalgas

A colheita é a separacdo da biomassa do seu meio de cultura e um obstaculo no
processamento da microalga contribuindo com cerca de 30 % do custo de producdo. E
dificultada pelo pequeno tamanho das células e baixa concentragdo no meio (JESUS, 2014). O
método adequado para colheita varia de acordo com dimensdo da cultura, espécie, densidade
celular, produto final e valor comercial (ABDELAZIZ et al., 2014).

Por exemplo, a cianobactéria Spirulina tem uma forma longa em espiral (20 — 100 pm
de comprimento) que faz com que a colheita seja facilitada. Microalgas relativamente grandes
(>70 pum), como a Coelastrum e a Spirulina podem ser recuperadas com processos mais
simples, como filtragdo convencional. Ja as microalgas que se aproximam de dimensfes
bacterianas (< 30 um), como a Scenedesmus, Dunaliella e Chlorella, requerem métodos mais
especificos (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Dois processos fundamentais sdo compreendidos: espessamento e desidratacdo. Na
Figura 4 estdo esquematizados os processos e métodos quimicos e fisicos para a colheita
(BARROS, 2015).
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Figura 4 - Formas de colheita de biomassa

Proceszamento

Cultivo —*| Espessamento — Desidratagio — :
da biomassa

Coagulagio/ ) -
Floculagio Filtragao

Sedimentacdo
por gravidade

Flotagio

Metodos
eletroliticos

Centrifugacdo

Fonte: adaptado de BARROS (2015).

Segundo Gouveia (2015) a centrifugacdo seria 0 método mais rapido para recuperagdo
da biomassa. E adequado a todo o tipo de microalgas, porém aumenta consideravelmente os
custos de producao.

Para a colheita recorrendo ao método de sedimentacdo gravitacional, Show e Lee
(2014) alcancaram recuperacéo de, no méximo, 3% dos sélidos suspensos totais. O método €
simples e baixo custo, mas a concentracdo de biomassa recuperada é reduzida, sendo
necessaria a utilizacdo prévia de agentes floculantes ja que as células possuem uma superficie
carregada negativamente, o que as impede de se auto agregarem.

A filtragdo por membranas, microfiltragdo e ultrafiltracdo estdo entre as formas mais
utilizadas pela grande produtividade. No entanto, apresentam consumo energeético
consideravel e podem danificar as células de microalgas, levando a perda de produtos de
interesse (BILAD et al., 2012). Além disso, o processo de filtragdo por membranas pode ser
lento, por conta de incrustacdo das membranas, provocando reducdo do fluxo de permeacéo
(LEITAO, 2015). Na filtracdo convencional, a recuperacdo é eficiente apenas para células
com diametros elevados (UDUMAN et al., 2010).

A flotacéo por ar dissolvido foi testada para a C. zofingiensis por Zhang et al. (2014),

com adicdo de quitosana, sais de aluminio e ferro para auxiliar o processo, alcangando
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eficiéncias de até 91%. Ja a flotacdo por ar disperso, Wiley et al. (2009) alcancaram em
cultivos mistos, com polimeros como auxiliares da flotacdo, 77% de eficiéncia. Dentre 0s
inimeros métodos de flotacdo, a microflotacdo apresenta para microalgas as maiores
eficiéncias, entre 95% e 99%, comprovadas pelo estudo de Hanotu et al. (2012) na colheita de
Dunaliella salina.

Estudos de eletrofloculagéo para a colheita de biomassa e posterior separagédo dos
flocos por sedimentacdo gravimétrica e flotacdo tiveram como resultados 91% de eficiéncia
para a sedimentacdo gravimétrica e 87% para a flotacdo. O uso de corrente elétrica é eficaz,
ndo necessita de adicdo de produtos, entretanto os custos (principalmente com eletrodos) se
tornam grandes desvantagens para aplicacdo em grande escala (LEE et al., 2013).

A floculacdo agrega as células com a adicdo de um floculante que perturba a
estabilidade das particulas. A técnica € simples, rapida, com custos reduzidos e eficiéncia
superior a 90%. No entanto, sua aplicagdo é limitada pois pode provocar contaminacdo da
biomassa, principalmente quando sdo utilizados floculantes quimicos (AICIs e FeCls) por
conterem ions metalicos. Os polimeros organicos sdo mais indicados por serem
biodegradaveis e ndo toxicos (LEITAO, 2015).

O Quadro 2 traz uma comparacao entre os métodos de separacdo de biomassa, a taxa
de recuperacdo de cada método, vantagens e desvantagens.
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Quadro 2 - Comparacédo entre métodos de separacao de biomassa

Meétodo Recuperacao Vantagens Desvantagens
Aplicavel para qua.se Método caro:
todas as especies; Energia requerida;
Centrifugacéo > 90% Alta eficiéncia; gia req '
x X Dano celular (forcas de
Né&o requer adi¢do de .
" cisalhamento).
produtos quimicos.
Alta eficiéncia; Entupimento;
Filtracio tangencial 70 — 90% Permltg a separagdo de Limpeza da§
espécies sensiveis ao membranas;
cisalhamento. Custo alto.
Processo demorado;
Baixa eficiéncia;
Sedimentacao Simples; Possibilidade de
o 10 - 90% T
gravimétrica Barato deterioragdo da
biomassa;
Pode utilizar floculantes.
Viavel para grande
x escala; -
Flotacao 50 — 90% A Pode utilizar floculantes.
Alta eficiéncia;
Custo médio.
. Custo médio; Possibilidade de
Floculagéo e Alta eficiéncia; I
~ 25 —98% ., contaminacéo da
Coagulacéo Viavel para grande

escala.

biomassa

FONTE: adaptado de Laamanen et al. (2016).

2.4.1 Colheita por processos fisico-quimicos

Segundo Borges (2014) a coagulacdo inclui reacbes e mecanismos com objetivo de

desestabilizar os coloides, formando particulas maiores com adicdo de contraions. Pode ser

realizada por mecanismos diversos: compressdo da dupla camada, neutralizacdo das cargas,

aprisionamento do coloide e aglomeracéo direta.

Coloides sdo particulas que ndo sedimentam, numa faixa de tamanho de 0,1 nma 1

nm. O fato de ndo sedimentarem esta ligado as propriedades elétricas da sua superficie

(camada difusa), que criam uma forga de repulséo entre as particulas. Os agentes coagulantes

atuam anulando as forcas de repulsdo, promovendo a coagulagcdo em periodos que variam

desde décimos de segundos a minutos, dependendo de pH, temperatura, concentracao e outros

fatores (JESUS, 2014).
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Um coagulante pode ser definido como um eletrolito inorgéanico, utilizado com
objetivo de desestabilizar uma suspensdo e adicionado sob agitacdo. Floculantes s&o
macromoléculas com grupos carregados e sdo classificados em: catidnicos, aniénicos e nao
ibnicos e utilizados para contribuir para a formacdo de agregados maiores que podem ser
removidos mais facilmente por sedimentacdo, filtracdo ou flotacdo (LETTERMAN,;
AMIRTHARAJAH; O’MELIA, 1999).

Os produtos quimicos mais empregados nos processos de precipitacdo quimica sdo o
sulfato de aluminio, cloreto férrico e sulfato ferroso. Esses produtos sdo solugcbes agressivas
que formam, respectivamente, acido sulfarico, acido cloridrico e hidréxido ferroso insoltvel
(NUNES, 2004). O sulfato de aluminio quando adicionado na agua em condicGes alcalinas

resulta na seguinte reacdo, apresentada na Figura 5.

Figura 5 - Reacdo de sulfato de aluminio em condices alcalinas.

Al,(SO,)s + 18H,0 + 3Ca(OH); > 3CaS0, 2AI{OH); + 18H,0

O sulfato de aluminio (Al2(SOs)3) é um produto de custo baixo, portanto, 0 mais
utilizado no tratamento de agua de abastecimento. Porém, o caso de efluentes com elevado
indice de sélidos requer uma alta dosagem e mesmo assim ndo apresenta eficiéncia adequada,
0 que restringe seu uso. O cloreto férrico (FeCls) é mais utilizado no tratamento de efluentes
como coagulante, principalmente porque atua em uma faixa de pH mais larga que os demais
(entre 5 e 11). O inconveniente do uso do sulfato ferroso (FeSO4.7H.0), por sua vez, é a
necessidade de aeracdo do meio, ja que o0 objetivo é a formacdo de hidréxido ferroso, reacéo
que s6 ocorre com presenca de oxigénio dissolvido (NUNES, 2004).

O pH interfere diretamente, segundo Nunes (2004), na corrosdo de equipamentos e
tubulagcbes; no crescimento de microrganismos nos sistemas bioldgicos; na velocidade
cinética das reagdes; na toxidez de compostos e no processo de coagulacdo, floculacédo e
precipitacdo quimica.

O potencia zeta, também denominado de potencial eletrocinético, € utilizado para
determinar a carga eletrostatica superficial das particulas coloidais. Pode ser considerado um
bom indice para medir as interagdes repulsivas entre particulas. Esse parametro é dependende
do pH do meio, da espessura da dupla camada elétrica, que também depende da concentracao
de ions e forca ionica da suspensdo. Se o potencial zeta € alto, as particulas se repelem e o
colbide é estavel, por outro lado, se o potencial zeta for préximo de zero, o efeito final é a

aglomeracdo das particulas, levando a floculagdo (PAVANELLI, 2001).
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Segundo Kwak et al. (2006), o potencial zeta para as microalgas é altamente
influenciado pela adicdo de coagulantes, assim é importante que seja controlado para
eficiéncia de remocéo das células.

A floculacdo e coagulacdo sdo consideradas como métodos superiores para separacdo
de microalgas do meio de cultura, considerando a eficiéncia, economia operacional e
viabilidade técnica e portanto, muitos estudos foram realizados com essa tematica (WAN et
al., 2015).

No estudo de Borges (2014), a Nannochloropsis oculata, microalga marinha, em testes
de remocdo por coagulacdo, floculagdo e flotagdo por ar dissolvido, apresentou carga
superficial negativa, assim os reagentes catidnicos (que possuem grupamentos carregados
positivamente) sdo mais recomendados para promover o aumento do potencial zeta e

promover a coagulacéo ou floculacao.

2.4.1.1 Coagulantes inorganicos

Os coagulantes quimicos podem causar danos as células de microalgas. Papazi,
Makridis e Divanach (2010) utilizaram doze diferentes sais para colheita de culturas de
Chlorella minutissima. Além da eficiéncia na separacdo, foi testada a viabilidade do uso das
células através de teste com solugdo azul de Evans. O resultado do teste de viabilidade esta

apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Teste de viabilidade de células.

Sulfato Cloreto

Aluminio

Ferro

FONTE: Papazi, Makridis e Divanach (2010).
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Os sais de cloreto e sulfato de aluminio e de ferro foram mais eficientes na separacéo,
porém os sais de aluminio causaram lise celular (ruptura da membrana plasmatica) e sais
férricos causaram descoloracdo da célula. A lise celular foi mais evidente com cloreto de
aluminio (cerca de 25% do namero total de células) do que sulfato de aluminio (cerca de 10%
do namero total de células). Entdo, Papazi, Makridis e Divanach (2010), concluem que a
selecdo do coagulante apropriado deve ser correlacionada ao objetivo do processo. Se o
propdsito € producdo de pigmentos, os sais de ferro sdo indesejaveis pela descoloracédo
causada. Se o objetivo é producao de biodiesel, onde é importante eficiéncia e custo, o cloreto
de aluminio é apropriado.

Kim et al. (2017) buscou desenvolver um meétodo de colheita de baixo custo,
utilizando sulfato férrico para floculacdo e acido sulfurico para liberacdo dos precipitados de
ferro, oferecendo beneficios de uma biomassa sem metal adsorvido e reuso do coagulante. O
método proposto baseia-se no fato de que os coagulantes a base de ferro formam precipitados,
quando em meio aquoso, que podem ser solubilizados (liberando ions Fe3* desde que o pH
seja suficientemente baixo). Também, o acido residual funcionou como um catalisador da
extracao de lipidios para producdo de biodiesel.

Considerando a producao de biodiesel, Tran et al. (2013) reportaram que utiliza¢do de
policloreto de aluminio (PAC) na colheita de biomassa de microalgas pode inibir
significativamente a transesterificacdo enzimatica e quimica. Ja quando utilizada a quitosana,
a lipase imobilizada funcionou bem, resultando uma alta conversdo de biodiesel (97,6%),
comparavel com a conversao de biodiesel de microalgas colhidas por centrifugacéo (97,1%).

Faroog et al. (2015) desenvolveram pesquisa testando trés métodos de separacdo da
Chlorella vulgaris: centrifugagéo, floculagdo utilizando FeCls e floculagéo utilizando sulfato
de aluminio. O objetivo era reutilizar o meio de cultivo, mas sem afetar a qualidade da
biomassa que seria destinada a producdo de biodiesel. Na floculagdo com FeCls e na
centrifugagéo, pode-se realizar até quatro ciclos de reuso, porém nos testes com aluminio néo
obtiveram sucesso, pois o crescimento das células foi inibido devido a toxicidade do aluminio
residual. Os autores salientaram que mesmo com os bons resultados utilizando FeCls, é
necessaria uma etapa subsequente de remocao de ferro da biomassa recuperada, podendo ser
realizada antes ou depois da producdo do biodiesel para que néo seja afetada a qualidade do
biocombustivel.

Cancela et al. (2017) estudaram a coagulacdo de D. subspicatus, que tem potencial
para producdo de biodiesel, utilizando sulfato de cobre e nitrato de aluminio. O sulfato de

cobre se mostrou mais eficiente, com remogao de 90%.
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No estudo de Xia et al. (2017) a Chlorella sp foi separada por flotacdo, porém com um
pré-tratamento com AI** como coagulante. Assim, o método foi aprimorado e obteve 98,73%
de eficiéncia de separacdo, sem ajuste de pH. Concluiram, entdo, que a flotacdo em conjunto

com coagulacédo pode ser efetiva na colheita de biomassa.

2.4.1.2 Coagulantes organicos

Dentre os coagulantes naturais, pode-se citar o amido, formado de dois polimeros,
amilose (20% — 40% em massa) e amilopectina (60% — 80% em massa). Para que possa ser
utilizado, no entanto, sdo necessarias modificacbes, como eterificacdo, esterificacdo e
oxidacdo. Uma das vantagens da utilizacdo é que ndo sdo toxicos e, entdo, facilmente
biodegradados (WANG et al., 2013).

O amido de milho foi estudado como coagulante para clarificacdo de dgua da chuva
por Murakami e Moruzzi (2012) em pH médio aproximado de 6,0, variando as dosagens de 1
a 12 mg/L, avaliando a remocéo de cor e turbidez de efluentes. Obtiveram como resultados de
remocao de 70% de cor e 80% da turbidez.

Moruzzi e Nakada (2009) conseguiram eficiéncias de remocdo maiores que 86% de
turbidez e superiores a 88% de cor aparente com uma dosagem de amido de milho de 6,0
mg/L para clarificagdo da 4gua da chuva.

A quitina, segundo biopolimero mais abundante, provém do exoesqueleto de
crustaceos, sua estrutura é insolivel em agua, solventes organicos e alguns &cidos e bases. A
degradacdo da cadeia polimérica ocorre em &cidos minerais concentrados, produzindo
compostos como a quitosana. A utilizagcdo da quitosana como coagulante se sustenta no fato
de sua elevada densidade de carga cationica, permitindo a adsorcdo das regides negativas de
particulas, desestabilizando-as. N&do é toxica nem corrosiva, grandes vantagens da utilizacao,
porém, o custo ainda é muito alto, limitando a utilizacdo em grande escala (AHMAD et al.,
2011a; RENAULT, 2009).

Os taninos sdo quimicamente complexos, na maioria das vezes CoOmpostos
polifendlicos hidrossolGveis com massa molar variando de 500 a milhares de Daltons. Sua
obtencédo se da a partir de metabolitos secundarios de vegetais, por exemplo cascas, frutos e
folhas (GRAHAM et al., 2008). S&o classificados quimicamente em taninos hidrolisaveis e
taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis apresentam na sua constituicdo monémeros de
acido galico ou &cido elagico, enquanto que os taninos condensados séo polifendis com peso
molecular variado, consistindo de unidades flavonodidicas (flavan-3-ol e flavan-3,4-diol), em

varios graus de condensacéo. Eles ndo consomem alcalinidade do meio, ndo alterando o pH e
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sdo efetivos em uma extensa faixa de pH, de 4,5 a 8,0 (VIEIRA; LELIS; RODRIGUES,
2014).

Bongiovani et al. (2010) constatou que o uso de coagulantes organicos biodegradaveis
sdo uma boa alternativa técnica aos coagulantes convencionais quando estudou o
comportamento de um coagulante tanino para o tratamento de agua para abastecimento,
variando pH de coagulacgdo e concentragdo do coagulante. Assim, concluiu que para todas as
concentragdes, o pH que tornou a técnica mais eficiente foi entre 6,0 e 9,0.

Gerde et al. (2014) compararam o coagulante inorganico sulfato de aluminio
(AlI2(SO4)3) com o orgénico amido catibnico. A quantidade de células coaguladas por
miligrama de coagulante utilizado foi de 4 a 28 vezes maior para amidos em relagdo ao
sulfato de aluminio.

Quanto aos polimeros floculantes, Magnafloc LT-25 (polimero nédo iénico) foi testado
para recuperacdo de microalgas marinhas, com eficiéncia de recuperacdo maior que 80%
quando o pH foi ajustado entre 10 e 10,6 (KNUCKEY et al., 2006).

Recuperando Chlorella sp, Ahmad et al. (2011a), conseguiram eficiéncia de 99% com
concentracdes baixas de quitosana, otimizando concentracdo, taxa de mistura e tempo de
sedimentacdo. Também utilizando quitosana, para recuperacdo de Spirulina, Oscillatoria e
Chlorella, em pH 7, Divakaran e Pillai (2002) recuperaram 90% de biomassa.

Gouveia (2015) utilizou coagulantes organicos Veta Organic® e Tanfloc SL® para
remocao de microalgas em meio de alta ionicidade (meio marinho), sendo necessaria uma
concentracdo do coagulante organico dez vezes maior que o cloreto férrico (inorganico).
Porém, ainda assim afirma que é mais vantajoso o uso dos coagulantes organicos, baseados
em taninos, que ndo contaminam o meio e apresentam eficiéncia adequada, no estudo,
maiores que 90%.

O estudo de Borges (2011) testou a possivel interferéncia de coagulantes anidnicos e
catibnicos na extracdo lipidica e perfis de acidos graxos na Nannochloropsis oculata e
Thalassiosira weissflogii. Com seus resultados, concluiu que a escolha do floculante deve
levar em conta o tipo de biodiesel desejado. Se o objetivo € produzir biodiesel mais estavel,
com baixo teor de acidos graxos insaturados, os floculantes aniénicos sdo uma boa escolha, ja
que observou interferéncia do floculante no perfil de &cidos graxos sintetizados pela
microalga.

Konig et al. (2014) estudaram o melhor floculante e concentracdo ideal para colheita
da microalga marinha Conticribra weissflogii (anteriormente Thalassiosira weissflogii)

visando a producéo de biocombustiveis. Com os resultados, concluiram que o FLOPAM® FO
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4240 SH de baixa carga foi o mais eficiente, principalmente quando em concentragdes
maiores que 1 mg/ms3, e que a densidade celular também é importante para eficiéncia, com
efeitos significativos quando em densidades superiores a 35,4 x 10* cm3.

Com floculantes naturais (Ecotan e Tanfloc), Gutiérrez et al. (2015) conseguiram
recuperar microalgas cultivadas em lagoas com altas concentra¢fes de células com até 93%
de eficiéncia. Os autores constataram através de testes potenciais de metano bioquimico que
ndo houve impacto negativo do uso dos floculantes, ndo observando reducdo de pH ou
mudancas na caracteristica da biomassa que pudessem afetar a producéo posterior de biogas.

O reuso do meio de cultivo através da floculagdo da Chlamydomonas reinhardtii
também foi estudado por Delrue et al. (2015), porém utilizando quitosana, polimero catiénico
e clorossulfato de aluminio. Foi constatado uma consideravel perda de nutrientes do meio
pelo processo de floculacdo, especialmente com o clorossulfato de aluminio. Quanto a
possivel toxicidade do meio provocada pela presenca de metais, ndo foi observada, no
entanto, os floculantes tiveram efeitos diferentes sobre a taxa de crescimento e producdo de
biomassa.

Em estudo realizado por Yunos et al., (2017), a quitosana foi eficaz na colheita de
bioflocos de microalgas (sendo a Chlorella sp. a espécie dominante) apresentando alto
desempenho, com turbidez final menor que 5 NTU, utilizando apenas 30 mg/L de quitosana.
Além disso, o pH ndo foi afetado pela acidez da solucdo de quitosana.

O floculante a base de taninos (Tanfloc) se mostrou confidvel e econémico para a
colheita de N. oculata com eficiéncias de até 98%. Quando comparado a outros polimeros
sintéticos testados recentemente para colheita de microalgas marinhas, o Tanfloc apresentou
melhor desempenho, porém destacaram que para uma colheita eficiente o pH deve ser &cido
(ROSELET et al., 2016).

Hauwa et al. (2017) utilizaram Moringa oleifera (acicia branca) e Strychnos
potatorum na colheita da microalga Botryococcus sp e concluiram que os coagulantes foram
eficientes, principalmente com dosagem de 35 mg/L a pH 7,5 e com 75 minutos de repouso.
A recuperacdo com M. oleifera foi maior, de 91,27%, enquanto que para S. potatorum a
eficiéncia foi 41,33%.

A M. oleifera foi testada por Mohamed et al. (2017) para colheita de Scenedesmus sp.
em comparagdo com coagulantes quimicos, concluindo que o uso de coagulantes naturais &
mais eficaz na recuperacdo da biomassa e cumpre com os padrdes exigidos pela legislagédo em

termos de turbidez.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica e Bioprocessos da
Faculdade de Engenharia e Arquitetura e nas instalagdes do Parque Cientifico e Tecnol6gico
(UPF Parque) da Universidade de Passo Fundo. A microalga selecionada, Spirulina platensis
LEB 52, pertence a Colecao do Laboratorio de Bioguimica e Bioprocessos.

A metodologia e as etapas do trabalho estdo esquematizadas na Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma do trabalho
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3.1 Condicdes de cultivo

Os ensaios foram realizados em modo semi-continuo, em tanques tipo raceway (Figura
8) de 300 L, com altura de fluido de 20 cm. O meio de cultivo utilizado foi o padrdo Zarrouk
(1966) na concentracdo 20%, apresentado na Tabela 2. Os cultivos foram mantidos com

agitacdo promovida por bombas submersas com vazdo maxima de 2500 L/h, com temperatura
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entre 20 °C e 35 °C, luminosidade em condigdes ambientais ndo controladas e concentragdo
inicial de indculo de 0,20 g.L"t (MAGRO et al., 2017).

Tabela 2 - Composi¢cdo do meio de cultivo Zarrouk 20%

Reagentes Concentracéo (g.L?)
NaHCOs 3,36
K2HPO4 0,1

NaNOs 0,5
K2SO4 0,2
NaCl 0,2
MgS04.7H20 0,04
CaCl; 0,008
FeSQO4.7H20 0,002
EDTA 0,0016

Fonte: Adaptado de Zarrouk, 1966.

A concentracdo celular dos cultivos foi acompanhada através da densidade o6tica a 670
nm em espectrofotdmetro, a partir de uma curva de calibracdo que relaciona massa seca de
biomassa e absorbancia (COSTA et al., 2002).

O pH e milivoltagem dos cultivos foram avaliados através do método potenciométrico,
segundo a AOAC (1995).

Figura 8 - Tanque raceway para cultivo de microalgas
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Durante a realizacdo dos cultivos também foi realizado o ajuste diario do volume de
liquido no tanque com &gua, devido as perdas por evaporacao.

3.2 Estudos de coagulacéo para colheita da S. platensis

A colheita, separacdo das células do meio de cultivo, foi realizada com diferentes
coagulantes. Para a escolha da concentragdo de coagulante foram realizados testes
preliminares sem alteracdo de pH de cultivo (pH 10), testando concentracdes de 300, 500,
700, 900, 1100, 1300 e 1500 mg/g de biomassa. Diante da ineficiéncia do processo de
coagulagdo com pH 10, foram efetuados alguns testes realizando o ajuste de pH de cultivo
para 7,5 através da adi¢do de &cido acético, e utilizando concentracdes de 50, 450, 850, 1250
mg/g de biomassa.

Os resultados dos testes preliminares foram considerados para a defini¢do das variaveis
de estudo e os niveis para a realizacdo de Delineamentos Compostos Centrais (DCC), um
delineamento para cada tipo de coagulante, tendo como varidveis a concentracdo de

coagulante e pH (Tabela 3).



Tabela 3 — Delineamento Composto Central para os coagulantes com valores codificados e reais
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Valores codificados Valores reais
Concentracao
pH (mglg pH AM Mo SA CF Bl B2 SAIlFe Pl P2 SAFe Tanino
biomassa)

-1 -1 6,0 500 200 450 500 200 200 200 200 450 450 200
+1 -1 9,0 500 200 450 500 200 200 200 200 450 450 200
-1 +1 6,0 1500 1000 1250 1500 1000 1000 1000 1000 1250 1250 1000
+1 +1 9,0 1500 1000 1250 1500 1000 1000 1000 1000 1250 1250 1000
0 0 7,5 1000 600 850 1000 600 600 600 600 850 850 600

AM: amido; Mo: Moringa oleifera; SA: Sulfato de Aluminio; CF: cloreto férrico; B1: Blend 1; B2: Blend 2; SAlFe: Sulfato de aluminio isento de ferro; P1: PAC 1; P2: PAC

2; SAFe: Sulfato de aluminio férrico.
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Dentre os coagulantes, a Moringa oleifera e o amido necessitam de preparos
especificos para extrair os compostos de interesse das sementes e do p6. Os blends comerciais
sdo coagulantes a base de polimeros catidnicos em solucédo e coagulantes inorganicos.

As sementes de Moringa oleifera foram reduzidas a po6 através de moinho de facas e
adicionadas a agua destilada. A mistura foi agitada durante um periodo de 30 minutos a
temperatura ambiente, resultando em um liquido esbranquicado. O amido foi adicionado em
agua, na concentracdo escolhida e levado a aquecimento até 80 °C para gelatinizagdo. As
solugbes foram preparadas imediatamente antes do uso, uma vez que perdem suas
propriedades no armazenamento.

Cada experimento dos DCCs foi realizado em tréplicas utilizando-se volume de cultivo
de 250 mL. O ajuste do pH foi realizado conforme Tabela 3, com &cido acético glacial,
adicionou-se os coagulantes conforme as concentragdes estabelecidas, levando a agitacdo 200
rpm provida por agitador mecénico durante 2 minutos, garantindo a mistura rapida, seguida de
mistura lenta de 20 rpm durante 15 minutos para a floculagéo e repouso por 30 minutos.

A eficiéncia de separacdo de biomassa foi calculada levando em consideracdo a
concentracdo inicial (método espectrofotométrico) e a concentracdo final do sobrenadante

apos coagulacdo (Equacéo 1).

Eficiéncia de separacio de biomassa (%) = x 100 (1)

(Co =)
C

0

Em que:
Co = Concentracdo inicial (g/L);

Cs = Concentracao final (g/L).

Em funcdo dos melhores resultados do delineamento composto central, foram
realizados ensaios de coagulacdo e floculacdo com cada coagulante utilizando volume de
cultivo de 2 L. Essa etapa teve duracdo de aproximadamente 45 dias, e o principal objetivo foi
acumular biomassa para as etapas seguintes. Para efeito de controle, foi realizada a separacéo
da biomassa dos cultivos por centrifugacdo a 1783g (3500 rpm) por 10 minutos, para
comparacdo da qualidade da biomassa.
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3.3 Caracterizagdo da biomassa

A biomassa separada foi submetida a secagem a 50°C em estufa com circulacdo de ar
até massa constante e submetida as determinacfes de carboidratos, proteinas, umidade e
cinzas.

Tragos de coagulantes na biomassa foram avaliados por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (Tescan Veja 3LM) acoplado a espectroscopia de raios X por dispersdo em
energia (EDS) (Oxford), que produz imagens da superficie e caracteriza quimicamente a
amostra.

Para as andlises de carboidratos e proteinas intracelulares da microalga, as amostras
foram submetidas a ruptura celular através de sonda ultrassonica, utilizando ponteira micro.
Assim, 5 mg de biomassa seca foram acondicionadas em tubos com 10 mL de agua destilada,
levados a sonda por 5 ciclos de 60 segundos.

A determinacdo de carboidratos foi realizada pelo método de Dubois et al. (1956) que
baseia-se no fato de que aglcares simples ou complexos, quando tratados com fenol e acido
sulfurico, produzem compostos com coloracdo alaranjada com absor¢do maxima em 488 nm.

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951), que
consiste em adicdo de NaOH 1 M ao extrato, aquecimento a 100° C por 5 minutos,
resfriamento, adicdo de solucdo de tartarato de sddio/potéssio e sulfato de cobre para leitura
em espectrofotdbmetro a 750 nm.

O teor de umidade foi realizado em estufa a 105 °C por 4 h (AOAC, 2005). A anélise
de cinzas da biomassa foi realizada através do método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz
(1985).

3.4 Ruptura celular e sacarificacao

A ruptura celular é indicada para liberar os carboidratos intracelulares e para isso sera
seguido 0 método de congelamento e descongelamento relatado por Rempel et al. (2018)
como o mais eficiente. Foi preparada uma suspensdo de Spirulina 10% (m/v) em tampé&o
fosfato de sodio 0,2 M e pH 5,5. Ap6s as amostras foram congeladas durante 24 h e
descongeladas a 4 °C e submetidas a gelatinizacdo em banho termostatico a 100 °C por 10
minutos, com objetivo de hidratar o amido presente na amostra.

A sacarificacdo dos polissacarideos foi realizada por enzimas livres, a a-amilase
(Liquozme® Supra 2.2X) e amiloglicosidase (AMG® 300L), com adigdo de 1% (v/v) na

suspensdo de Spirulina apds a ruptura, seguindo metodologia proposta por Rempel et al.
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(2018). O ensaio ocorreu em agitador orbital a 150 rpm em erlenmeyers de 125 mL, com
volume til de 50 mL, a temperatura de 50 °C.

Amostras de 1 mL foram retiradas a cada 4 h para determinar as concentracdes de
acucar redutores (AR) pelo método do acido 3-5-dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959),
precedidos de precipitacdo das proteinas, utilizando solugdes Carrez | e 11 (solucdo 15% de
ferrocianeto de potéssio e solugdo 30% de sulfato ou acetato de zinco, respectivamente),
avolumando em bal@o volumétrico de 10 mL com agua destilada e centrifugado.

A interferéncia dos coagulantes na sacarificacdo foi avaliada pelas eficiéncias de
sacarificacdo, sendo que a eficiéncia de 100% equivale a total hidrélise dos polissacarideos
em acUcares redutores.

A eficiéncia de hidrdlise (EH) foi calculada a partir da Equacéo 2.

EH (%) — ARap()s hidrolise x 1 00 (2)

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

Sendo:

EH (%): Eficiéncia de hidrdlise;

ARapes hidrolise (g.L ) Aglicares redutores obtidos apds hidrdlise;
Mbiomassa (g): Massa de Spirulina utilizada na sacarificacao;
CHO (%): Carboidratos presentes na biomassa de Spirulina;
1,1: Fator de conversao do amido em glicose considerado;

V (L): Volume final dos ensaios.

A velocidade maxima de hidrélise também foi avaliada para as concentragcdes ao longo
do tempo que diferiram estatisticamente da concentracdo inicial de acUcar redutor (tempo=0),

através da Equacdo 3.

ARh—ARinicial

V max= "

©)
Sendo:

V max (g.L1.h™1): velocidade méaxima de hidrdlise;

ARNh (g/L): concentragdo de agucar redutor no tempo final;

AR inicial (g/L): concentragdo de agucar redutor inicial,

t (h): tempo de hidrolise para alcancar a ARh.
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3.5 Hidrolise proteica

Com o objetivo de utilizar o teor de proteinas que constitui a composi¢do da biomassa e
testar o comportamento mediante outra enzima, foi realizada uma hidrélise proteica,
utilizando a enzima protease (Protemax®580L).

Foram seguidos parametros de Lisboa et al. (2014) e Silva (2017), preparando uma
suspensdo de Spirulina contendo 2% de proteinas em 50 mL de tampdo bicarbonato-
carbonato de sddio, pH 9,5. Para o rompimento da parede celular, novamente foi utilizado o
método de congelamento e descongelamento, relatado por Rempel et al. (2018). Assim, as
amostras foram congeladas durante 24 h e descongeladas a 4 °C. Foram utilizadas 5 U.mL*
da enzima protease para cada ensaio, sendo que 1 U de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1pg de tirosina por minuto, expressa em U. mL-1.

Os ensaios foram incubados em agitador orbital a 180 rpm em temperatura 6tima de
atividade da enzima, que é 60°C. Aliquotas foram retiradas no tempo inicial e no tempo final,
que foi definido em 4 horas de reagéo.

Para a determinacdo do grau de hidrélise (GH) amostras de 1 mL do hidrolisado foram
adicionadas de 9 mL de solucéo de acido tricloroacético (TCA) 6,25% e deixadas em repouso
por 10 min. Apds, foram centrifugadas por 5 min a 5000 rpm para remog¢do do material
insoltvel precipitado pelo TCA. Determinou-se o teor de proteinas solUveis do sobrenadante
utilizando o método de Lowry et al. (1951) expresso em mg de albumina.

O grau de hidrdlise foi estimado segundo o método descrito por Hoyle e Merrit (1994)
com modificacdes, sendo expresso pela quantidade de proteinas soltveis no TCA antes e apds
a adicdo da enzima em relacdo a quantidade de proteina total presente na amostra e calculado
segundo a Equacdo 3.

GH (%) = (M) .100 ®)

Ptotal

Sendo:
PSto: quantidade de proteina soluvel em TCA 6,25 % antes da adi¢do da enzima;
PSt: quantidade de proteina soltvel em determinado tempo ap6s a adicdo da enzima;

Piota: quantidade de proteina total na amostra.
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3.6 Andlise dos dados

As andlises dos dados foram realizadas através de analise de varidncia e teste de
Tukey, com 5% de nivel de significancia, com o intuito de examinar as diferencas entre as
médias de cada ensaio, que foram realizados em triplicata. Para avaliar os resultados do
Delineamento Composto Central foi utilizada a metodologia de planejamento de
experimentos, que avalia os efeitos das variaveis de estudo (independentes) sobre a resposta
(variaveis dependentes). Foram calculados os efeitos das variaveis, efeito da interacdo das
variaveis e significancia estatistica (valor p). Para a analise dos dados foi utilizado o software
Statistica 7.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudo das condicGes de colheita utilizando coagulantes

Os primeiros ensaios de colheita das microalgas dos tanques abertos (raceway 1 e
raceway 2) foram realizados quando os cultivos alcancaram a fase estacionaria de crescimento
celular. Com esses cultivos foram realizados testes de coagulacdo mantendo-se pH natural dos
cultivos (pH 10), obtendo resultados preliminares que ndo serdo apresentados, jA que a
remogdo ndo foi considerada. Como a colheita ndo pode ser realizada neste momento, as
células remanescentes foram utilizadas como indculo para a obtencdo de novos cultivos,
mantendo os cultivos como modo semi-continuo, a fim de que se pudesse obter biomassa para
dar continuidade aos ensaios de coagulagdo, através dos delineamentos compostos centrais,
para avaliar o efeito de pH e concentragdo de coagulante sobre a eficiéncia de coagulagdo. Os
cultivos semi-continuos sdo caracterizados pela retirada de um volume parcial de meio de
cultivo contendo o produto do reator e adicdo de mesma quantidade de volume de meio novo,
sendo gue o meio retirado é entdo encaminhado para 0s processos de downstream, neste caso,
de coagulacdo da biomassa para posterior aplicacao.

Os cultivos foram sendo mantidos com adi¢do de &gua e nutrientes quando necessario,
provendo desta forma a biomassa de boa qualidade para realizacdo dos ensaios previstos nos
delineamentos compostos centrais. A concentracdo celular dos cultivos utilizados nos testes
de coagulacdo manteve-se em torno de 1,30 g/L.

A Tabela 4 apresenta as eficiéncias médias de remocao obtidas a partir dos ensaios dos
DCCs realizados para os 11 coagulantes testados. Verificou-se que alguns coagulantes se
destacaram, com eficiéncias superiores a 99%, enquanto que outros obtiveram resultados em

torno de 5% de eficiéncia de separacdo das células de Spirulina.
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Coagulante Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6

Niveis pH -1 +1 -1 +1 0 0
Conc. -1 -1 +1 +1 0 0

AM 40,05+24,65%¢ 5,76+9,97¢ 39,21+12,71%¢ 15,35+16,67"° 60,19+16,562 51,32+8,40%

Mo 70,25+18,68? 35,65+18,36% 62,03+19,15% 26,58+7,30° 66,24+3,65° 73,63+8,012

SA 74,01+9,06° 14,41+0,84° 99,54+0,15? 37,57+18,69° 38,98+5,08° 35,31+5,17¢

CF 83,20+7,572 22 57+3,72° 74,28+6,87% 62,47+7,96% 61,68+7,96% 59,06+14,70P

B1 40,65+21,55° 24,66+6,15° 03,22+5 532 28,46+17,59° 58,81+9,70% 49,32+13,41°

B2 90,08+4,04? 45,29+8 58° 88,03+16,29? 97,22+2,962 92,37+1,53? 92,90+1,20?

SAIlFe 71,53+9,03? 28,94+8,28" 91,90+8,042 26,39+9,84° 46,06+5,99° 31,02+2,63"

P1 38,98+6,39° 9,04+5,76° 92,09+5,642 16,67+0,49° 14,41+1 46° 16,10+1,69°

P2 64,01+2,84° 12,39+0,00¢ 97,02+4,33? 26,25+17,46% 41,00+9,75 33,63+0,88¢

SAFe 64,49+2 642 41,39+19,082 75,38+9,45? 50,98+21,502 55,56+1,312 50,11+5,28?

Tanino 45,05+6,68" 26,74+3,36° 76,56+3,53? 30,04+3,17¢ 66,41+5,122 52,3445 47"

AM: amido; Mo: Moringa oleifera; SA: Sulfato de Aluminio; CF: cloreto férrico; B1: Blend 1; B2: Blend 2; SAlFe: Sulfato de aluminio isento de ferro; P1: PAC 1; P2: PAC
2; SAFe: Sulfato de aluminio férrico.

Letras iguais nas linhas indicam que ndo ha diferenga estatistica entre as médias dos ensaios, p>0,05.
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Os efeitos das variaveis pH e concentracdo de coagulante utilizados, bem como o nivel
de significancia das variaveis, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Efeitos calculados e niveis de significancia (p) das variaveis pH e concentracao de coagulante
sobre a eficiéncia de coagulacdo, para cada coagulante testado.

Coagulante pH Concentracéao Interacéo
' Efeito -31,53 +6,83 +2,76
Amido 0 0,0387 0,6268 0,8435
_ , Efeito -35,02 -8,64 0,42
Moringa oleifera P 0,0037 0,4052 0,9671
Efeito -60,79 +24,34 1,18
Sulfato de Al 0 0,0000 0,0067 0,8797
_ Efeito -36,22 +15,49 +24.41
Cloreto férrico P 0,0000 0,0054 0,0001
Efeito -40,38 +28,18 24,39
Blend 1 0 0,0001 0,0029 0,0076
Efeito -17,79 +24,98 +26,29
Blend 2 P 0,0074 0,0006 0,0003
Sulfato de Al Efeito -54,05 +8,91 -11,46
isento Fe p 0,0000 0,2272 0,1267
Efeito 52,68 +30,36 22,74
PAC1 0 0,0000 0,0015 0,0108
Efeito -61,19 +23 44 9,57
PAC2 D 0,0000 0,0018 0,1400
Sulfato de Al Efeito -23,75 +10,23 -0,65
férrico D 0,0044 0,1657 0,269
Taning Efeito -32,41 +17,40 -14,10
D 0,0000 0,0100 0,0303

Fatores foram considerados significativos quando p<0,05. p=nivel de significancia.

Somente o pH foi significativo (p<0,05) sobre a eficiéncia de coagulacdo para os
coagulantes amido, Moringa, sulfato de aluminio isento de ferro e sulfato de aluminio férrico.
A Moringa oleifera apresentou reducéo de 35% na eficiéncia de coagulacdo quando o pH foi
alterado de 6,0 para 9,0. O sulfato de aluminio isento de ferro apresentou decréscimo de 54%;
o sulfato de aluminio férrico, decréscimo de 23,75% e o amido, decréscimo de 31,53%. Como
a concentracdo do coagulante ndo foi significativa sobre eficiéncia de coagulacdo (p>0,05)
deve-se escolher a concentracdo mais baixa de coagulante, o que ocasiona diretamente em

uma diminuigéo de custos no processo.
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Para esse grupo de coagulantes foi selecionada a condicéo dos ensaios 1, sendo de pH
6,0 e as menores concentracgdes testadas: 500 mg/g para o amido, 200 mg/g para a Moringa e
o sulfato de aluminio isento de ferro e 450 mg/g para o sulfato de aluminio férrico.

As variaveis pH e a concentracdo influenciaram a eficiéncia de coagulacdo de forma
significativa (p<0,05) para os coagulantes sulfato de aluminio e PAC 2.

Ficou evidenciado para o sulfato de aluminio que o aumento do pH do nivel inferior
(pH 6,0) para o nivel superior (pH 9,0) ocasionou um decréscimo de cerca de 60% na
eficiéncia de coagulacdo. A concentracdo apresentou efeito contrario, mostrando que quando
a concentracdo é aumentada do nivel inferior (-1) para o nivel superior (+1), resulta em um
acréscimo de 24,34% na eficiéncia de colheita. Entdo, é aconselhavel o uso de pHs 6,0 na
colheita de Spirulina platensis quando utilizado o sulfato de aluminio e concentracdo de 1250
mg/g de biomassa.

Quando utilizado o coagulante PAC 2, a mudanca do nivel inferior para o superior do
pH acarretou reducéo de 61,19% na eficiéncia de coagulacdo, enquanto a concentracao teve
efeito positivo de 23,44%. Assim, a condicdo de colheita para o PAC 2 utilizada foi pH 6,0 e
concentracdo 1250 mg/g de biomassa.

Os coagulantes blend 1, blend 2, cloreto férrico, tanino e PAC 1 obtiveram
comportamento semelhante quanto aos fatores que apresentaram efeitos significativos. Todos
indicam que a interacdo entre pH e concentracdo sdo significativas para a eficiéncia de
coagulacao (p<0,05).

A Figura 9 apresenta os graficos de interacdo de médias das variaveis que
apresentaram interacdo significativa sobre a eficiéncia de coagulacdo para os diferentes

coagulantes usados.
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Figura 9 — Efeitos de pH e concentrac¢do na colheita de Spirulina utilizando tanino, blend 1, PAC 1, cloreto
férrico e blend 2

120 -
110
100 G
* —
g 2 =0
éf 80 :
E e s
2 s
g = G«
i 2
2 w 5
= s .
2 S i
20 0
10
’ 20
200 1000 200 1000
Concentragdo Concentragdo

100

o 8

40

Eficiéncia PAC 1 (%)
o
Eficiéncia cloreto férrico (%)
3 3 8 8

-20 0
200 1000 500 1500

Concentragio Concentragio

S
=
—=—]

Eficiéncia blend 2 (%)

200 1000

Concentragdo

Na cor vermelha esta representada o pH do nivel +1 e a coloragdo azul representa o pH do nivel -1.

Os coagulantes tanino, blend 1 e o PAC 1 apresentam o mesmo perfil, podendo
concluir que a eficiéncia é superior quando o pH esta no nivel -1 (pH 6,0) e a concentracédo
esta no nivel +1 (1000 mg/g de biomassa).

Observa-se para o cloreto férrico e para o blend 2, quando o pH esta no nivel inferior
(linha azul), as eficiéncias foram semelhantes para ambos valores de concentracdo. Com o pH
no nivel superior (linha vermelha), a eficiéncia foi elevada quando a concentragéo alta foi
testada. Entdo, pode-se utilizar o cultivo com o pH no nivel +1 (pH 9,0), desde que se utilize a

concentracéo alta de coagulante, e com pH 6,0, podendo utilizar assim a concentragdo mais
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baixa de coagulante. Para o cloreto férrico foi escolhido o pH 6,0 e a concentragdo 500 mg/g
de biomassa e para o blend 2, também pH 6,0 e concentracdo de coagulante 200 mg/g de
biomassa.

Lama et al. (2016) concluiram que 0s mecanismos de coagulacdo podem explicar as
eficiéncias de separagdo mesmo quando utilizadas concentragdes baixas. No mecanismo de
varredura, a dosagem de coagulante tende a ser independente das caracteristicas da superficie
da particula, mas deve ser elevada pois as particulas coloidais devem ser envolvidas formando
grandes massas de precipitados.

Em geral, o mecanismo de formacdo de pontes é observado com o uso de
polieletrolitos e no caso da Moringa oleifera, que possui a fracdo ativa responsavel pela
coagulacdo semelhante aos polieletrolitos, nesse caso as fragcdes ativas e os coloides sdo
aglomerados. O pH tem grande influéncia na separacdo de sdlidos. Kapse, Patoliya e
Samadder (2017) ao estudarem o tratamento de um efluente pelo processo de
coagulacgdo/floculacdo utilizando a Moringa oleifera observaram que apenas a alteragdo do
pH, em um experimento sem adi¢do do coagulante, ja foi capaz de reduzir a turbidez do
efluente em 12%.

No mecanismo de neutralizagéo, observado geralmente com coagulantes inorganicos, a
concentracdo de coagulante necesséria é altamente dependente do nimero de cargas que
precisam ser neutralizadas, que por sua vez sdao uma funcdo da densidade de carga da
superficie da célula, bem como a relacdo superficie-volume das células, parametros que
diferem fortemente entre espécies de microalgas (LAMA et al., 2016), entdo nesse estudo é
natural que os coagulantes inorganicos sejam mais eficientes nas altas dosagens, ja que o
cultivo de Spirulina apresenta um elevado nimero de cargas negativas a serem neutralizadas.

Alguns trabalhos, como o de Fontoura (2017), indicam que para a colheita das
microalgas Scenedesmus sp. e Chlorella sp. ndo foi necessaria a mudanca do pH e utilizaram
concentragOes inferiores de cloreto férrico e taninos. No entanto, cada microalga possui
caracteristicas particulares, e por isso € importante observar que outros fatores também podem
afetar na eficiéncia do processo.

Brennan e Owende (2010) apontam o tamanho da célula como o principal fator para a
facilidade ou dificuldade na colheita. Se fosse considerado apenas o tamanho da celula, no
caso a Spirulina, que possui uma forma longa em espiral com aproximadamente 20 a 100 pm
de comprimento, poderia ser considerada uma microalga facil de separar em comparacao a

Chlorella que possui dimensdes de < 30 um. No entanto, na coagulacdo e floculagdo que
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funciona desestabilizando cargas e agregando as células, a carga do cultivo também deve ser
considerada.

A Figura 10 traz a média das concentracdes celulares (g/L) e as milivoltagens (-mV)
medidas no decorrer de 30 dias de um cultivo de Spirulina platensis LEB 52, utilizado nos

ensaios de coagulagéo.

Figura 10 - Média das concentragdes celulares dos cultivos (¢) e milivoltagens (X) dos cultivos
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Verificou-se que a medida que a concentracdo celular aumentava, o valor de
milivoltagem (-mV) também aumentava. O consumo dos sais do meio de cultivo como
nutrientes para o crescimento algal indicaria uma tendéncia de diminuicdo das cargas que
dificultam a separacdo. Entretanto, o aumento da concentracdo celular faz com que se observe
um aumento no nimero de cargas negativas, demonstrando que as células sdo carregadas
negativamente de acordo com seu crescimento. Isso confirma que mesmo a separacdo de uma
mesma espécie pode ser facilitada ou dificultada quando realizada em condicGes diferentes,
como por exemplo, concentragdo celular ou fase de cultivo distinta, j& que terd menos ou mais
cargas a serem desestabilizadas.

Vandamme et al. (2015) observaram na coagulacdo alcalina da Chlorella vulgaris e
Phaeodactylum tricornutum, que para a Chlorella foi necessaria uma menor concentragéo de
hidroxido de magneésio. As observagdes realizadas no trabalho foram de que € improvavel que
essa diferenca seja justificada pela concentracdo de biomassa, pois as concentracdes eram

muito semelhantes (0,4 mg/L e 0,3 mg/L), assim uma explicagéo plausivel € de que as células
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possuem propriedades diferentes que interferem no processo de separa¢do, como por exemplo
potencial zeta, pH e forca idnica do meio de cultivo.

Henderson, Parsons e Jefferson (2008) observaram que apesar da similaridade de areas
superficiais (tamanho) das células de M. aeruginosa e C. vulgaris, a colheita da C. vulgaris
demandou 3 vezes mais coagulante em comparacdo com a M. aeruginosa. Trabalhando com
A. formosa e Melosira sp., que apresentam células relativamente maiores que a M.
aeruginosa, foi necessario 22 e 207 vezes mais coagulante, respectivamente, do que para a M.
aeruginosa. Isso é mais um indicativo que a demanda de coagulante esta relacionada a carga
do cultivo e ndo ao tamanho celular, como indicam alguns estudos. Se a eficiéncia de
separacdo estivesse relacionada ao tamanho, as células maiores demandariam menos
coagulante em comparagao as menores.

Outra informacdo trazida por Henderson, Parsons e Jefferson (2008) que se encaixa no
presente trabalho € de que a microalga que mais demandou coagulante, a Melosira sp. € uma
diatomécea grande e filamentosa, mais semelhante a Spirulina platensis, e é especificamente
identificada pelas empresas de tratamento de &gua como uma espécie problematica e dificil de
remover.

Segundo Lama et al. (2016) um método de floculagdo que é eficaz para uma espécie,
pode ndo ser bem sucedido para outras espécies de microalgas, diante da grande
diversificacdo de tamanhos, formas e propriedades da superficie celular. A comparacdo entre
diferentes estudos torna-se complicada também pelas condi¢bes experimentais que
inevitavelmente sdo diferentes. No entanto, os autores notaram que a floculacdo € bastante
previsivel para a mesma espécie, se observadas as mesmas condi¢Ges de cultivo e a colheita
for realizada na fase certa. Os estudos de coagulacdo, entretanto, sdo necessarios,

independente da aplicacdo que se deseje dar a biomassa.

4.2 Coagulagdo em maior escala
As condicgdes dos ensaios de coagulacdo em maior escala estdo apresentadas na Tabela
6. Essa etapa teve duracdo de aproximadamente 45 dias, sendo que o principal objetivo era

acumular biomassa para as etapas subsequentes.

Tabela 6 - Condicdes de concentracdo celular, pH e milivoltagem dos cultivos

Concentracao Milivoltagem apos ajuste de

cultivo (g/L) pH do meio  Milivoltagem (mV) oH para 6,0 (mV)

1,31+0,22 9,73+0,21 -193,99+7,18 36,74+4,53
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A concentracdo média de células de Spirulina platensis de 1,31 g/L é considerada uma
concentracdo alta se comparada a alguns estudos. Um exemplo € o trabalho de Wyatt et al.
(2011) que avaliou a coagulagdo utilizando cloreto férrico da Chlorella zofingiensis variando
a concentracao celular em 0,05, 0,10 e 0,12 g/L.

A alta densidade garante mais colisGes célula-célula, j& que estdo préximas, o0 que
facilitaria o processo de separacdo (SCHLESINGIR et al., 2012). Porém, no trabalho de
Chatsungnoen e Chisti (2016), a espécie de microalga (tamanho, morfologia e carga
superficial) foi a influéncia mais forte na coagulacéo e floculacdo e a dose do coagulante
necessaria para remover 95% da biomassa aumentou linearmente com a concentracdo da
biomassa do meio. Isso justifica a utilizacdo de concentracfes celulares na ordem de 1,30 g/L
para este estudo.

Alguns coagulantes apresentaram baixas eficiéncias na separagédo, o que dificultou o

acumulo de biomassa. As eficiéncias médias podem ser avaliadas pela Tabela 7.

Tabela 7 - Eficiéncias médias para cada coagulante no acimulo de biomassa em aproximadamente 45 dias

de ensaio
Coagulante Concentracéo do coagulante Remocdo média
(mg/g de biomassa) (%)
AM 500 37,72+25,99°
Mo 200 24,33+17,71°
SA 1250 97,806,007
CF 500 40,62+17,53"
Bl 1000 99,40+1,23°
B2 200 96,19+6,57°
SAIlFe 200 42,91+28,45°
P1 1000 95,68+11,972
P2 1250 98,77+3,50°
SAFe 450 80,27+23,79°
Tanino 1000 99,50+0,622

AM: amido; Mo: Moringa oleifera; SA: Sulfato de Aluminio; CF: cloreto férrico; B1: Blend 1; B2: Blend 2;
SAIlFe: Sulfato de aluminio isento de ferro; P1: PAC 1; P2: PAC 2; SAFe: Sulfato de aluminio férrico.
Letras iguais nas colunas indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as médias dos ensaios, p>0,05.

Os resultados inferiores foram obtidos com os coagulantes amido, Moringa oleifera,
cloreto férrico e sulfato de aluminio isento de ferro. O amido e a Moringa oleifera, por serem
dois coagulantes naturais, devem ser preparados diariamente, o que pode ter sido uma variavel
ndo controlada do processo. Alem do mais, existem outras formas de preparo relatadas na
literatura que podem ser mais efetivas.

Acredita-se que 0 mau estado de conservagdo da Moringa oleifera é responsavel pela

degradacdo de sua proteina responsavel pela coagulacédo e embora haja uma ampla gama de
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pesquisas relatando o alto potencial das sementes, ainda hd muito que ser estudado sobre o
isolamento e identificacdo da proteina ativa responsavel pela coagulacdo (CHOUDHARY e
NEOGI, 2017).

Os quatro coagulantes que obtiveram resultados inferiores de eficiéncia de coagulagéo
(amido, Moringa, cloreto férrico e sulfato de aluminio isento de ferro) também tiveram
dosagens baixas quando comparados aos demais, assim, apesar da baixa eficiéncia, a dosagem
representou menores custos.

Diferindo estatisticamente do primeiro grupo (p<0,05) e com eficiéncias superiores
estdo os coagulantes sulfato de aluminio, blend 1, blend 2, pac 1, pac 2, sulfato de aluminio
férrico e tanino. Quanto a concentracdo de coagulante, as dosagens do blend 2 e sulfato de
aluminio férrico foram menores, o que implica em uma economia de recursos.

No trabalho de Chatsungnoen e Chisti (2016), trabalhando com Chlorella vulgaris,
Choricystis minor, Cylindrotheca fusiformis, Neochloris sp., Nannochloropsis salina em
quase todos os casos o sulfato de aluminio foi o coagulante mais eficaz quando comparado ao
cloreto férrico, exigindo uma dosagem inferior devido & densidade de carga do jon AI®* ser

relativamente mais alta que do Fe®*, além do sulfato de aluminio ser mais barato.

4.3 Caracterizacdo das biomassas
Para melhor compreensdo da composic¢do das biomassas que foram separadas, a Figura

11 apresenta a microscopia eletronica de varredura das biomassas em aumento de 60 vezes.

Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura das biomassas separadas com os coagulantes em
aumento de 60 vezes
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Visualmente as formas das biomassas diferem de um método de colheita e outro, ja
que as ligacbes formadas entre coagulante e célula s&o diferentes. Com o auxilio da
espectroscopia por energia dispersiva (EDS) foi possivel realizar determinagcdo da composicao
a partir de cinco a dez espectros para cada coagulante.
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Entre os cinco espectros realizados para o amido, quatro deles mostram
predominantemente a presenca de sédio (43,2% a 50,2%), oxigénio (39,6% a 40,9%) e
potassio (3,3% a 7,0%), seqguido de outros nutrientes como enxofre, silicio, fosforo, calcio,
magnésio, entre outros. Um dos espectros mostra a maior composi¢do de boro, o que é
curioso, ja que nao esta presente na composi¢do do meio de cultivo Zarrouk.

Os espectros da Moringa oleifera apresentam, em trés deles, majoritariamente carbono
(47,7% a 56,3%), oxigénio (29,1% a 38,0%) e sddio (10,5% a 20,5%), explicados pela
composicado da Moringa e meio de cultivo utilizado. Em dois outros espectros a maior parte é
composta por oxigénio (37,9% e 43,3%), sodio (36,6% e 46,5%), silicio (3,8%), potassio,
enxofre e outros.

O sulfato de aluminio apresentou maior homogeneidade nos espectros, sendo
predominante em todos o oxigénio (36,9% a 45,5%), sédio (6,1% a 31,6%) e aluminio (4,8%
a 15,8%), variando em seguida potassio, magnésio, enxofre, cloro e fésforo.

Para o cloreto férrico, a composi¢do predominante dos espectros é oxigénio (27,9% a
50,1%), sodio (28,3% a 45,0%) e ferro. A composicdo de ferro é bem variante, estando entre
4,5% e 23,6%, 0 que pode indicar uma heterogeneidade na amostra.

No blend 1 e no blend 2 se destacam os elementos oxigénio, sodio e cloro. Alguns
tracos de aluminio também foram observados ja que a composi¢do dos coagulantes contém
sulfato de aluminio e cloretos, por reunirem caracteristicas inorganicas e organicas.

O sulfato de aluminio isento de ferro nos seus espectros destaca a presenca de oxigénio
(36,6% a 43,9%), sodio (23,3% a 56,6%) e potassio (1,2% a 16,1%). A presenca de enxofre e
aluminio é minima e hé auséncia de ferro, como era esperado.

Os espectros para 0 pac 1 e pac 2 foram semelhantes, principalmente porque a
diferenca apresentada na composicdo dos dois é apenas a concentracdo dos compostos. Se
destacaram os elementos oxigénio, sodio, aluminio e cloro.

Sodio (31,6% a 53,2%), oxigénio (36,2% a 41,8%), potassio (1,4% a 5,8%), aluminio e
cloro se destacam nos espectros do sulfato de aluminio férrico. A presenca de ferro detectada
foi minima, entre 0,4% e 1,4%. Nessa amostra realizou-se um aumento em 300 vezes,
detectando a presenca de sulfatos na forma de manchas na superficie da amostra que podem

ser observados na Figura 12.



54

Figura 12 - Amostra coagulada com sulfato de aluminio férrico em aumento de 300 vezes

SEMHV: 20.0kV  Date(m/dly): 12/04/18

View field: 1.38 mm Det: BSE 200 pm
SEM MAG: 300 x Grupo 10_300x

A biomassa que foi coagulada com o auxilio do tanino apresenta majoritariamente
oxigénio (40,4% a 48,8%), sodio (8,7% a 38,0%) e carbono (7,3% a 26%), seguido de
potéssio, cloro, fosforo, enxofre, entre outros. Alguns espectros identificaram a presenca de

aluminio em baixo teor. Quanto a presenca de carbono, deve-se ao fato do coagulante ser

organico.

Por fim, a biomassa separada por centrifugacdo compde-se basicamente de oxigénio
(38,6% a 48,7%), sédio (14,6% a 36,5%), potéssio (5,3% a 15,3%), cloro, fésforo, enxofre,

magnésio, silicio e calcio, que sdo nutrientes utilizados no meio de cultivo Zarrouk.

A composicao quimica das biomassas esté apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 - Composicdo quimica das biomassas secas separadas por diferentes métodos

Amostra Carboidratos (%) Proteinas (%0) Cinzas (%) Umidade (%0)
AM 10,29+0,59% 27,32+1,809 42 35+1,27% 11,26+0,372%
Mo 7,00+1,11Pcd 39,38+1,851% 36,74+0,19°« 9,29+0,27%¢
S.A 5,93+0,67" 55,47+3,77" 30,66+0,29¢def 7,30+0,26°
CF 3,46+0,70° 28,23+3,289 47,04+0,722 8,48+0,30%°
Bl 7,55+0,78% 67,37+6,29° 29,15+0,78%" 10,30+0,282%¢
B2 10,49+1,66% 70,44+5,25° 23,60+1,69° 7,82+1,53%

SAlFe 5,48+1,52" 45,08+0,73" 37,50+1,79 12,33+15%
P1 6,99+1,64°d 63,27+1,58° 30,54+2,12¢def 9,54+0,822°

P2 6,88+1,28°d 36,23+0,65% 34,26+4,07¢ 8,24+0,72"
SAFe 8,05+1,16% 69,49+5,05° 32,09+0,98¢d® 8,84+0,23%°
Tanino 12,09+2,322 87,68+5,432 24,27+3,13f 8,41+0,41%¢
Centrifuga 9,00+0,64% 78,68+6,96% 27,79+2,20°f 10,79+3,112¢

AM: amido; Mo: Moringa oleifera; SA: Sulfato de Aluminio; CF: cloreto férrico; B1: Blend 1; B2: Blend 2;
SAIFe: Sulfato de aluminio isento de ferro; P1: PAC 1; P2: PAC 2; SAFe: Sulfato de aluminio férrico.
Letras iguais nas colunas indicam que ndo ha diferenga estatistica entre as médias dos ensaios, p>0,05.
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O alto teor de cinzas para todas as amostras indica a presenca do coagulante e dos sais
do meio de cultivo que também foram precipitados. Normalmente, o teor de cinzas da
biomassa de Spirulina fica em torno de 10% (HABIB et al., 2008). Mesmo a biomassa
separada por centrifugacdo apresentou teor elevado de cinzas, o que pode ser explicado em
funcdo da obtencdo de biomassa pelo modo semi-continuo realizado no cultivo da microalga.
Assim, quando ocorreram 0s ensaios de separacdo, no meio liquido havia uma consideravel
concentracdo de nutrientes que foram carregados para as etapas posteriores de downstream e
permaneceram aderidos a biomassa.

A presenca dos coagulantes e dos sais do meio cultivo na biomassa ndo seria desejavel,
porém para excluir essa parcela seriam necessarios outros processos que adicionariam custo a
producdo de biomassa e diminuiriam a viabilidade ambiental, ja que o processo mais utilizado
é a lavagem da biomassa com agua ou outros solventes. Além disso, um dos objetivos do
trabalho é avaliar a aplicagdo da hidrolise enzimatica nesse tipo de biomassa.

O alto teor de cinzas interferiu nas determinacdes de carboidratos e proteinas, visto que
mesmo sem a determinacdo de lipidios da biomassa, algumas biomassas apresentaram
somatorio superior a 100% na composi¢do quimica. O teor de cinzas apesar de elevado, ndo
tem probabilidade de estar equivocado, partindo-se do pressuposto que as determinacdes de
cinzas e umidade sdo gravimétricas. Assim, a explicagdo mais adequada é que este teor
elevado teria interferido nas determinacdes fisico-quimicas (carboidratos e proteinas).

Diante desses resultados, as determinacdes de carboidratos e proteinas foram repetidas
por pelo menos cinco vezes, pois julgava-se que os resultados estavam equivocados, obtendo-
se 0s mesmos resultados. Além da sonda ultrassdnica, outros métodos de ruptura celular
foram testados, como o método de autoclavagem, obtendo-se os mesmos resultados, que
confirma a interferéncia que os sais e 0s residuos de coagulante tém na determinacdo fisico-
quimica das biomassas, superestimando ou subestimando seus teores.

No estudo de Laurens et al. (2012), grandes diferencas foram encontradas entre
métodos de determinacdo de proteinas por métodos colorimétricos. Segundo os autores, o
procedimento colorimétrico tem sido amplamente utilizado, mas é preciso cautela quando a
acessibilidade das proteinas para reagdo do reagente de Folin, a aplicabilidade da proteina
padréo utilizada para calibracéo e a auséncia de substancias interferentes na biomassa.

A lista de substancias interferentes no método de Lowry é extensa e foi publicada por
Peterson (1979). Os sais estdo relatados como alguns dos responsaveis pela interferéncia,

aumentando a cor devido ao branco, diminuindo a cor devido a proteina ou ambos.
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A determinacdo de carboidratos de microalgas € uma das principais barreiras na
caracterizagdo da composicao quimica das microalgas. Até mesmo os componentes lipidicos,
proteicos e pigmentos encontrados nas microalgas sao suscetiveis de interferir o teor de
carboidratos pelo método fenol-sulfurico, subestimando ou superestimando o teor de
carboidratos total (TEMPLETON et al., 2012).

De qualquer forma, esperava-se baixo teor de carboidratos em comparagdo ao teor de
proteinas, o que se deve ao fato de que o cultivo foi realizado em modo semi-continuo, ou
seja, com adicdo periddica de nutrientes ao meio, mantendo assim o cultivo sempre em fase
exponencial de crescimento. E esperado que o maior acimulo de carboidratos, que s&o
compostos de reserva nutricional pela microalga, ocorra nas fases de declinio (MARKOU et
al., 2012).

Apesar da necessidade de uso de 1g de tanino por g de biomassa, a biomassa separada
teve menor teor de cinzas e maiores teores de carboidratos e proteinas, diferindo
estatisticamente dos demais. 1sso é explicado pela composicdo organica, assim, o coagulante
pode possuir fracbes proteicas e de carboidratos que conferiram essas caracteristicas a
biomassa.

A biomassa coagulada com 500 mg/g de cloreto férrico apresentou o maior teor de
cinzas e menor teor de carboidratos, diferindo estatisticamente dos demais. A dosagem né&o foi
alta, porém para este coagulante a eficiéncia baixa de coagulacdo, a caracterizacdo e até
mesmo a coloracdo alaranjada da biomassa indicam que a presenca do coagulante é destacada
perante as células de Spirulina. Com o sulfato de aluminio isento de ferro ocorreu 0 mesmo,

como pode ser observado na Figura 13.

Figura 13 - Biomassa separada com cloreto férrico, sulfato de aluminio isento de ferro e centrifugada,
respectivamente

O amido, apesar de ter apresentado teor de carboidratos levemente superior aos
demais, também apresentou um alto teor de cinzas. Durante os ensaios de coagulacdo e

floculacdo utilizando o amido, era formada uma pasta esbranquicada e com baixa eficiéncia
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na separacdo das células da Spirulina, provavelmente acabou acumulando em maior

quantidade os sais do meio.

4.4  Efeitos dos coagulantes na hidrélise enzimatica de carboidratos

processo de sacarificagdo, que foi monitorado por 12 horas.

Concentracao agucar redutor Concentragdo agucar redutor

Concentragao agUcar redutor

A Figura 14 apresenta as concentragcdes de acglcar redutor ao longo do tempo no

Figura 14 - Acucar redutor formado (g/L) ao longo do tempo para cada método de separagéo
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Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as médias dos ensaios, p>0,05.

E possivel observar que a biomassa proveniente de separacdo por amido, Moringa,
sulfato de aluminio, blend 1, blend 2, pac 1, pac 2, sulfato de aluminio férrico e centrifugada
ndo diferiram estatisticamente em nenhum ponto. Ja o cloreto férrico, sulfato de aluminio

isento de ferro e tanino apresentaram diferenca estatistica entre 0os pontos amostrados. Para
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todos os ensaios, com 12 horas foram alcangadas as maximas concentracbes de acUcar
redutor.

Possivelmente, o alto teor de cinzas das amostras e, consequentemente, o baixo teor de
carboidratos foram responsaveis pela baixa conversdo em acucar redutor. A quantidade de
enzima utilizada ndo foi responsavel pela baixa conversdo, ja que as mesmas condigdes (1%
para cada enzima) foram utilizadas por Rempel et al. (2018) em uma biomassa com
aproximadamente 56% de carboidratos, alcangando uma eficiéncia de hidrélise de 99%. Neste
estudo a mesma concentracdo de enzimas foi utilizada, porém para uma concentracdo de
substrato inferior.

Para melhor compreensdo e comparacdo, a Tabela 9 apresenta a quantidade de

acucares redutores formados em 12 h de ensaio e a eficiéncia de hidrolise.

Tabela 9 - Eficiéncia de conversdo dos carboidratos em agucar redutor para cada coagulante
(médiatdesvio padréo)

Acucar redutor Velocidade maxima
formado em 12 o de hidrolise
Amostra horas de ensaio Eficiéncia (%) (g/L.h)
(9/L)
AM 2,45+0,05 18,14+0,39? -
Mo 2,89+0,89 31,49+9,722 -
SA 3,14+1,22 40,46+15,77° 0,15
CF 1,94+0,01 42,66+0,232 0,05
B1 2,64+0,58 26,73+5,862 -
B2 3,37+0,93 24,56+6,792 -
SAlFe 2,97+0,18 41,28+2,46% 0,08
P1 3,39+0,55 37,01+6,022 -
P2 3,27+1,64 36,31+18,25? 0,12
SAFe 3,95+1,01 37,52+9,652 -
Tanino 2,79+0,26 17,60+1,64¢° 0,18
Centrifuga 3,70+0,27 31,38+2,312 0,10

AM: amido; Mo: Moringa oleifera; SA: Sulfato de Aluminio; CF: cloreto férrico; B1: Blend 1; B2: Blend 2;
SAIFe: Sulfato de aluminio isento de ferro; P1: PAC 1; P2: PAC 2; SAFe: Sulfato de aluminio férrico.
Letras iguais nas colunas indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as médias dos ensaios, p>0,05.

N&o houve diferenca significativa entre os valores de eficiéncia de hidrolise, em
funcdo dos altos desvios padrdo de alguns ensaios. Embora as amostragens tenham sido
realizadas sempre pelo mesmo operador, existe um erro associado ja que as suspensdes de
biomassa ap0s gelatinizadas sdo viscosas, 0 que acaba colmatando o pipetador com 0s
solidos.

Destacam-se nas maiores eficiéncias e menores desvios padrdo o cloreto feérrico,

sulfato de aluminio férrico, PAC 1 e o sulfato de aluminio isento de ferro. Deste grupo, o
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sulfato de aluminio férrico apresentou eficiéncia satisfatoria na colheita de biomassa, mesmo
com dosagem inferior de 450 mg/g de biomassa, tais fatores corroboram para que se destaque
dos demais.

O amido e o tanino, por apresentarem caracteristicas organicas € 0s maiores teores de
carboidratos, esperava-se eficiéncias superiores aos demais, 0 que ndo ocorreu. O amido na
colheita de biomassa se mostrou um coagulante ineficiente, tornando dificil o acimulo de
Spirulina e acumulando em sua maior porcdo sais providos do meio de cultivo que
aparentemente atrapalharam a acdo das enzimas.

O tanino apresentou eficiéncia de quase 100% na colheita da biomassa, se destacando
na etapa de coagulacdo. Esta eficiéncia, no entanto, ndo se repetiu na sacarificacdo, quando
ndo alcancou 20% de eficiéncia. Os taninos, em geral, podem ser caracterizados como
biofenois com excelentes propriedades antioxidantes, o que pode ter causado inatividade das
enzimas, como pode ser observada na Figura 15. S&o considerados potentes inibidores de
enzimas, devido a sua complexacdo com proteinas enzimaticas (SHIRMOHAMMADLI,
EFHAMISISI e P1ZZ1, 2018; REITZER et al., 2018).

Figura 15 - Estrutura quimica da substéncia ativa do tanino

Fonte: Vanacor (2005).

A Moringa apresentou valores médios de eficiéncia de sacarificacdo, porém na etapa
de colheita de biomassa demonstra que ainda necessita de mais estudos sobre sua preparagéo.
A biomassa separada com auxilio de sulfato de aluminio teve eficiéncia de 40,46% na
sacarificacdo, e apesar de sua alta eficiéncia de separagdo, de cerca de 98%, a alta dosagem
requerida adiciona custos no processo que podem ser otimizados.

Os blends e PACs utilizados também obtiveram eficiéncias medianas, sendo que o

blend 2 foi utilizado na separagdo em concentracdo 200 mg/g de biomassa, enquanto o blend
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1, 1000 mg/g de biomassa, sendo que os coagulantes tém diferengas sutis na composicao,
variando apenas a propor¢do dos componentes. Isso pode indicar que a diferenca de
concentragdes entre os coagulantes ndo foi determinante na eficiéncia de sacarificacao, apenas
a presenca do coagulante e alto teor de cinzas das amostras teriam sido responsaveis pelas

baixas conversoes.

4.5 Efeitos dos coagulantes na hidrdlise enzimatica de proteinas

Os resultados provenientes da hidrdlise proteica estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Grau de hidrélise proteica (%) das suspensdes de Spirulina platensis em 4 horas de reacdo

Amostra GH (%)
Amido 3,44+0,36%
Moringa oleifera 2,45+1,242
Sulfato de aluminio 1,84+0,122
Cloreto férrico 2,01+0,128
Blend 1 2,37+0,332
Blend 2 1,26+0,872
Sulfato de aluminio isento de ferro 1,63+0,222
PAC 1 2,171,132
PAC 2 4,07+0,60?
Sulfato de aluminio férrico 1,53+0,912
Tanino 2,95+1,37¢8
Centrifuga 3,570,022

Letras iguais nas colunas indicam que ndo ha diferenga estatistica entre as médias dos ensaios, p>0,05.

O grau de hidrolise ndo diferiu estatisticamente para nenhuma das amostras
hidrolisadas. Outros estudos, como o de Lisboa et al. (2014) alcancaram 52,9% de grau de
hidrélise trabalhando com a Spirulina sp. LEB 18. O baixo grau de hidrdlise obtido para todas
as amostras pode ser explicado pelo alto teor de cinzas, que assim como na etapa de
sacarificacdo enzimética (hidrdlise dos polissacarideos) podem ter dificultado a acdo das
enzimas.

Alguns fatores que podem ser determinantes nos rendimentos de hidrolise séo o tipo de
pré-tratamento realizado no substrato, concentracdo de enzima e substrato presente,
termoestabilidade das enzimas, pH do meio e agitacdo (CARVALHO et al., 2013).

O baixo grau de hidrélise pode ser também justificado pela acessibilidade da protease
as proteinas. O pré-tratamento do substrato aumenta a exposi¢édo das ligacOes peptidicas e a
adsorcéo das enzimas a proteina, segundo Pereira (2016), o que talvez pode ndo ter ocorrido
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neste tipo de biomassa com o pré-tratamento de congelamento e descongelamento que foi
utilizado.

Quanto a termostabilidade, pH e agitacdo, estes foram assegurados durante o ensaio,
controlando e monitorando a temperatura e agitacdo do ensaio e o pH através do uso do
tampéo bicarbonato-carbonato.

A concentracdo de enzima, concentracdo de substrato e tempo foram testados por
Lisboa et al. (2014). Neste estudo, 0 maior grau de hidrolise foi obtido com a concentragéo de
enzima de 10 U.mL? (maior concentragdo testada), 5% de substrato (menor concentracéo
testada) e 4 horas de reagdo. Os autores indicam a concentracdo de substrato como um dos
fatores que afetam a taxa inicial, causando inibi¢do devido ao produto formado, assim, pode-
se esperar competicdo entre o substrato original e os peptideos que sdo continuamente
liberados. Nas condicdes testadas, quando a concentracdo de substrato foi aumentada, a
hidrdlise de proteinas foi inibida.

Neste estudo, mesmo utilizando concentracdo inferior de substrato (2% de proteinas) e
uma concentragio de enzimas de 5 U.mL?, mantendo uma propor¢ido semelhante entre
enzima e substrato, mesmo tempo de reacdo, os resultados foram muito inferiores, destacando
que a biomassa que € separada por processos de coagulacgdo e floculacdo e consequentemente
com alto teor de cinzas, demanda de estudos especificos do inicio do cultivo até a obtencéo

dos produtos.
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5 CONCLUSOES

Foi possivel verificar que os coagulantes sdo eficientes na colheita de Spirulina, mas
em condicdes restritas, ja que o processo se mostrou influenciado pelo pH do meio em todos
0s casos. Ainda, os coagulantes naturais necessitam de mais estudos quanto a sua preparagéo,
priorizando maiores eficiéncias de colheita.

A composicao fisico-quimica da biomassa foi influenciada pelo coagulante utilizado,
principalmente no alto indice de cinzas que foi constatado em todas as biomassas. Esse fato
acarretou por consequéncia em baixo teor de carboidratos, o que acabou atrapalhando o
processo de sacarificagéo.

A presenca dos coagulantes influenciou negativamente a sacarificacdo enzimatica. O
melhor coagulante foi o sulfato de aluminio férrico, apresentando eficiéncia de 80,27% na
etapa de colheita na menor dosagem testada e estando entre as maiores eficiéncias de
sacarificacdo (37,52%). Na hidrélise proteica, eficiéncias baixas de hidrolise das proteinas
destacam que este tipo de biomassa necessita de estudos especificos desde sua separacdo até a
obtencdo dos produtos, inclusive nos métodos de ruptura celular.

O processo de coagulacdo e floculagdo tem um campo de aplicagcdo promissor, devida
a facilidade de aplicacdo em cultivos de grande escala e altas eficiéncias de remocdo. No
entanto, para utilizacdo em processos biotecnoldgicos sugerem-se estudos para separacao dos
coagulantes aderidos a biomassa previamente. Ainda, 0 modo semi-continuo de cultivo nédo
foi o mais apropriado uma vez que acumula alto teor de sais, dificultando as aplicacdes

biotecnoldgicas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Desenvolver outros métodos de preparo para o amido e a Moringa;

e Otimizar os processos de coagulacgéo, buscando condi¢des com menor concentracéo de
coagulante;

e Testar a coagulacéo na fase de declinio, priorizando maior acimulo de carboidratos e
menor teor de cinzas;

e Realizar os cultivos em modo batelada alimentada com Zarrouk 20%, esperando-se 0
esgotamento dos nutrientes do meio anterior ao processo de coagulacao;

e Estudar métodos de ruptura que sejam adequados a essa biomassa.
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