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INTRODUCAO:

O desenvolvimento de novas fontes de combustiveis renovdveis vem sendo
estudado para substituicdo de combustiveis derivados de fontes agricolas e dos
combustiveis fésseis. O bioetanol produzido a partir de microalgas é considerado uma
fonte de energia alternativa que pode colaborar na diminuicdo do uso de combustiveis
petroquimicos (CHOI, NGUYEN, SIM, 2010).

Enzimas amiloliticas sdo necessarias na hidrélise enzimatica dos polissacarideos

microalgais, tornando-os diretamente fermentesciveis. A imobilizacdo de enzimas é uma
técnica que permite o reuso ou uso continuo destes biocatalisadores, permitindo a
diminuicdo de custos, tempos de conversdo e aumentando rendimento (VILLENEUVE,
2007).
Devido as questdes atuais relacionadas a producdo de bioetanol a partir de microalgas,
objetivou-se obter acucares fermentesciveis a partir da biomassa de Spirulina platensis
LEB 52 pela acdo de enzimas amiloliticas livres e imobilizadas, para posterior producao
de bioetanol.

DESENVOLVIMENTO:

Apds o pré-tratamento, realizado pelo congelamento e descongelamento, para
ruptura da célula de Spirulina, seguido de gelatinizacdo da biomassa, foi realizado o
estudo cinético do processo de sacarificacdo, avaliando-se a liberagcdo de acucares
redutores nos tempos reacionais de 0, 6, 12 e 24 h. Foram utilizadas as enzimas a-
amilase e amiloglicosidase (AMG), produzidas pela Novozymes®, de forma livre e
imobilizadas in situ pela reacdao de polimerizacdo de monémeros de poliol poliéter e
isocianato de tolueno 5:5 (v/v). As enzimas a-amilase + AMG foram imobilizadas na
forma combinada, nas proporg¢des: 0,5 mL; 1,0 mL e 1,5 mL de cada enzima. Na
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sacarificacdo realizada com enzimas livres, estas foram utilizadas de forma conjunta,
sendo: ensaio 1: 0,5 mL a-amilase + 0,5 mL AMG; ensaio 2: 1,0 mL a-amilase + 1,0 mL
AMG e ensaio 3: 1,5 mL a-amilase + 1,5 mL AMG. Na sacarificacdo utilizando enzimas
imobilizadas, utilizou-se 1 g de suporte de cada volume imobilizado sendo: ensaio 4: 0,5
mL a-amilase + 0,5 mL AMG; ensaio 5: 1,0 mL a-amilase + 1,0 mL AMG e ensaio 6: 1,5
mL a-amilase + 1,5 mL AMG.

As sacarificagbes enzimaticas foram realizadas utilizando-se biomassa de S.
platensis na concentragdo de 20% (m/v) com composicdo de 60% de polissacarideos.
Com relacdo aos resultados (Figura 1a), na sacarificacdo com enzima livre, o ensaio 3
gue possuia maior volume de enzimas, foi o que apresentou menor teor de AR (93,23
AR g/L) em comparac¢do aos demais ensaios, o que mostra que a adi¢do de maior volume
de enzima ndo apresentou maiores liberagdo de AR, o que representa um
superdimensionamento nas dosagens das enzimas, prejudicando as eficiéncias do
processo. O ensaio que apresentou melhores resultados foi o ensaio 2 que era
constituido na condi¢do de 1% de enzima, resultando em 107,77 g/L AR formado. Nesta
concentracdo de enzima foi possivel realizar a sacarificagdo completa dos
polissacarideos da biomassa microalgal em 24 h de reacao.

Na sacarificagdo com enzimas imobilizadas combinadas (Figura 1b) é possivel
evidenciar que em todos os ensaios as concentracdes de AR aumentaram, e que 0s
ensaios com os biocatalisadores imobilizados nas maiores concentragdes obtiveram
maiores transformacgdes dos polissacarideos. O ensaio 6 obteve maior valor de AR
liberado (83,77 g/L) e se diferiu de todos os outros ensaios, por apresentar maior
concentracdo dos biocatalisadores imobilizados.

As eficiéncias de sacarificacdo demonstraram que com quantidades inferiores de
enzima utilizadas em condicdes de imobilizacdes (Tabela 1) resultaram em eficiéncias
satisfatdrias, se comparadas as eficiéncias com enzima livre. Porém, em condicdes de
biocatalisadores livres, as quantidades de enzimas sdo superiores se comparadas as
condi¢cdes com enzimas imobilizadas. Melhores eficiéncias com enzimas imobilizadas
sdo citadas devido a que, os materiais utilizados como suportes, protegem o
biocatalisador a condi¢cGes adversas de temperatura e pH, aumentando assim as
atividades especificas das mesmas.

CONSIDERACOES FINAIS:

Na sacarificacdo dos polissacarideos da Spirulina platensis, os volumes
adicionados de biocatalisadores livres necessarios sdo superiores quando comparados
aos de enzimas imobilizadas para que se obtenha semelhantes eficiéncias no processo.
Assim, a imobilizacdo se torna um processo vantajoso por utilizar menor quantidade de
enzima e resultar em menor custo em relagdo a enzima livre.
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EXOP 1A
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ANEXOS:

Figura 1-Agucares redutores formados nas sacarificagdes com enzimas a-amilase e
amiloglicosidase livres (a) e imobilizadas (b).
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Ensaio 1: (0,5 mL a-amilase + 0,5 mL AMG); Ensaio 2: (1,0 mL a-amilase + 1,0 mL AMG); Ensaio3: (1,5 mL
a-amilase + 1,5 mL AMG); Ensaio 4: (1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas em conjunto na
concentragdo 0,5 mL); Ensaio 5: (1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas em conjunto 1,0 mL) Ensaio
6: (1,0 g de suporte das enzimas imobilizadas em conjunto 1,5 mL). *Médias seguidas de letras iguais ndo
apresentam diferenca significativa entre si num nivel de 95% de confianga (médiatdp). * Em cada linha,
médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si num nivel de 95% de
confianga (médiatdp).

Tabela 1- Comparativo de eficiéncia entre as sacarificacOes realizadas em diferentes
condicGes das enzimas

Condi¢do/Enzimas* Quantidade de CHO** AR apoés 24h Eficiéncia
enzima (mL) (%) (g/L) (%)
1 - a—amilase + 0,5 AMG 1 60,0 100,77 92,59
2-1,0 a—amilase + 1,0 AMG 2 60,0 107,77 99,83
3-1,5 a—amilase + 1,5 AMG 3 60,0 93,23 86,32
4 - 0,5 a—amilase + 0,5 AMG 0,106 55,94 22,64 22,48
5-1,0 a —amilase + 1,0 AMG 0,187 55,94 51,25 50,89
6- 1,5 a—amilase + 1,5 AMG 0,273 55,94 83,77 83,19

* Ensaios 1, 2 e 3 = enzimas livres; Ensaios 4, 5 e 6 = enzimas imobilizadas em conjunto.
**CHO=carboidratos



