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“Todas as vitorias ocultam uma abdicagdo.”
(Simone de Beauvoir)






RESUMO

A necessidade de se explorar novas fontes de energia renovavel e limpa
vem exigindo o desenvolvimento de biocombustiveis, por serem
considerados uma alternativa promissora aos combustiveis tradicionais.
Nesse contexto, as lemnas vém ganhando interesse em pesquisas, por
ndo competirem com culturas alimenticias e terras produtivas para
producdo de etanol. O objetivo deste trabalho foi a valorizacdo da
biomassa de lemnas (Landoltia punctata), produzidas em sistema de
tratamento de esgoto, através de hidrolise enzimatica do amido e
celulose em acucares fermentesciveis. Para tal, a biomassa seca (55 °C
por 24 horas) e triturada foi caracterizada quanto a umidade (6,57%),
amido (6,53%), celulose (12,83%), proteina bruta (34,27%) e cinzas
(10,54%). Os experimentos de hidrélise enzimética foram realizados em
modo batelada visando o estudo da etapa de sacarificagcdo. Foi entdo
utilizado um planejamento tipo Plackett-Burman (12 ensaios, 6 variaveis
e triplicata no ponto central), cujas varidveis estudadas foram: pH (3,0 a
6,0), temperatura (45 a 65 °C), concentragdo de Spirizyme Fuel (0,1 a
0,3% v/m, em relacdo a biomassa), concentracdo de Pectinex Ultra AFP
(0 a 0,1% v/m, em relacdo a biomassa), concentracdo de Cellic Ctec2 (0
a 6% v/m, em relacdo & biomassa) e concentragdo de Cellic Htec2 (0 a
0,5% v/m, em relacdo & biomassa). A varidvel resposta foi a
concentracdo de glicose. Depois de observadas as variaveis
significativas, que foram a temperatura e a concentracdo de Cellic
Ctec2, realizou-se planejamento fatorial completo 22, com triplicata do
ponto central e totalizando 7 experimentos. A partir dos resultados
obtidos as condi¢des da sacarificacdo foram definidas: pH 6,0,
temperatura de 45 °C, concentra¢do de Spiryme Fuel 0,1% (v/m) e de
Cellic Ctec2 6% (v/m) por 2 horas. Nestas condi¢des, o hidrolisado
apresentou pH de 5,9, concentracdo de glicose de 6,02 g/L e 3,52 °Brix.
Também foi avaliado o acimulo de amido quando a espécie de lemnas
estudada (Landoltia punctata) era submetida a privacdo de nutrientes,
obtendo-se até 5 vezes a quantidade inicial. Estes resultados indicam
gue a biomassa de lemnas tem potencial para produzir quantidades
significativas de amido, que juntamente com sua fracdo de celulose,
podem ser convertidos em etanol.

Palavras-chave: Lemnas, Landoltia punctata, hidrolise enzimatica,
acumulo de amido






ABSTRACT

The necessity of explore new renewable and clean energy sources
energy has required the development of biofuels because they are
considered a promising alternative to traditional fuels. In this context,
the duckweed have been gaining interest in research, for not competing
with food crops and farmland to ethanol production. The aim of this
study was to enhance the duckweed biomass (Landoltia punctata),
produced in wastewater treatment system, by enzymatic hydrolysis of its
starch and cellulose into fermentable sugars. For that, the dry biomass
(at 55 °C for 24 hours) was crushed and characterized for moisture
content (6.57%), starch (6.53%), cellulose (12.83%), crude protein
(34.27%) and ash (10.54%). The enzymatic hydrolysis experiments
were performed in batch mode and the saccharification step was studied
using a Plackett-Burman experimental design (12 trials, 6 variables and
triplicate at the central point), which variables were: pH (3.0 to 6.0),
temperature (45 to 65 °C), Spirizyme Fuel concentration (0.1 to 0.3%
v/w, relative to biomass), Pectinex Ultra AFP concentration (0 to 0.1%
viw, relative to biomass) Cellic Ctec2 concentration (0 to 6% v/w,
relative to biomass) and Cellic Htec2 concentration (0 to 0.5% v/w,
relative to biomass). The response variable was the glucose
concentration. After determining the significant variables, which were
the temperature and concentration of Cellic Ctec2, was held a 22 full
factorial design, with triplicate of the center point being a total of 7
experiments. From the results obtained, the saccharification conditions
were defined as: pH 6.0, temperature 45 °C, concentration of Spiryme
Fuel 0,1% (v/w) and Cellic Ctec2 6% (v/w) and reaction time of 2
hours. In these conditions, the hydrolyzate showed a glucose
concentration of 6.02 g/L, pH of 5.9 and 3.52 °Brix. It has also been
verified that the specie of duckweed studied (Landoltia punctata),
increase its starch concentration, up to 5 times the initial amount, when
subjected to nutrient deprivation. These results indicate that duckweeds
biomass has the potential to produce significant amounts of starch,
which together with a cellulose fraction can be converted into ethanol.

Keywords: Duckweed, Landoltia punctata, enzymatic hydrolysis,
starch accumulation.
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1 INTRODUCAO

Com uma demanda cada vez maior por energia renovavel e
também limpa, esforcos mundiais estdo sendo dirigidos para o
desenvolvimento de processos tecnoldgicos ambientalmente ndo nocivos
e eficientes para a conversao de biomassa em combustiveis de energia e
de transporte (MURADOQYV et al., 2010). Aliado a isso, o declinio das
reservas de combustiveis fosseis (petroleo, carvdo mineral e gas
natural), a poluicdo ambiental e o aumento cada dia maior dos pregos
estdo entre os muitos problemas de energia que se enfrenta hoje,
exigindo assim, o desenvolvimento de combustiveis alternativos, como
0s biocombustiveis, que sdo considerados uma alternativa promissora
aos combustiveis tradicionais.

Os biocombustiveis podem reduzir as emissdes de gases de efeito
estufa e atender essa crescente demanda mundial por energia.
Atualmente, o etanol é produzido principalmente em escala industrial a
partir de matérias-primas que contém amido e agucar, como o0 milho nos
EUA e a cana-de-aglcar no Brasil (SANCHEZ; CARDONA, 2008). No
entanto, estes modos de producdo de etanol tém alguns problemas
inerentes, incluindo a seguranga alimentar, meio ambiente e a
insuficiéncia de terras agricolas (CHEN et al., 2012). Assim, explorar
matérias-primas alternativas € um tema urgente.

A lemna ¢ conhecida popularmente no Brasil como “lentilha
d’agua” ou “marrequinha”, pertencente ao género de plantas aquaticas
da subfamilia Lemnoideae. Essas plantas podem ser cultivadas em
praticamente qualquer local e clima, embora prefiram climas quentes e
Umidos, e ja vem sendo utilizada com sucesso no tratamento de aguas
residuais. Mohedano (2010) estudou o uso de lagoas de lemnéaceas
(Landoltia punctata) para o polimento e valorizagdo de efluentes
proveniente de suinocultura. No referido estudo sua eficiéncia foi
avaliada, onde foi possivel obter um efluente clarificado, sem a turbidez
caracteristica da presenca de algas e s6lidos em suspensao.

Essas plantas possuem como principal vantagem acumular
biomassa a velocidades mais rapidas do que outras plantas superiores,
incluindo culturas agricolas, apresentando um tempo de duplicacéo de 2-
7 dias (ORON; PORATH; WILDSCHUT, 1986; LANDOLT;
KANDELER, 1987).

A espécie utilizada nesse estudo foi Landoltia punctata, cuja
ocorréncia foi verificada na regido litorAnea de Santa Catarina
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(MOHEDANO, 2010). Em uma pesquisa de Bergman e colaboradores
(2000), essa espécie se destaca em primeiro lugar no ranking para
producdo de proteina e remocgao de nitrogénio em efluentes sintéticos de
suinocultura entre 41 cepas analisadas. Como fator determinante de
interesse, estudos anteriores indicaram sua capacidade de acumular um
teor elevado de amido (3 a 75%) dependendo das condicdes de cultivo
(REID; BIELESKI, 1970 apud CHEN et al., 2012). Aliado a isso, por
ser uma espécie aquatica, a pequena quantidade de lignina e a
deficiéncia em hemicelulose facilita a conversdo da fracdo de celulose
em etanol, potencializando a utilizagdo dessa matéria-prima (GE et al,
2012).

Deste modo, as lemnas podem ser consideradas candidatas
promissoras para a producdo de etanol através da hidrélise enzimatica
do amido e da celulose e posterior fermentagdo dos aglcares produzidos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Valorizagdo da biomassa de lemnas obtidas em sistemas de
tratamentos de efluentes domésticos através da transformacdo do seu
amido e celulose por hidrélise enzimatica em agUcares fermentesciveis.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar fisico-quimicamente a biomassa.

- Definir a melhor condicéo para a sacarificagcdo enzimatica do amido e
da celulose presente na biomassa.

- Caracterizar o hidrolisado obtido nas condi¢bes experimentais
definidas na etapa anterior.

- Avaliar o acimulo de amido promovido pela escassez de nutrientes,
apos a fase se crescimento das lemnas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEMNAS

2.1.1 Aspectos gerais

O termo Lemna designa um género de plantas aquaticas, onde a
palavra limnus, originario do latim, significa lago, com relagdo ao seu
habitat natural. Devido ao tamanho diminuto de suas flores e a
simplicidade estrutural, a taxonomia desta familia é dificil e divergente
entre os autores. Com avango da biologia molecular (analise de DNA)
muitos especialistas tém desconsiderado a familia Lemnaceae como
classificacdo passando este grupo a ser uma subfamilia (Lemnoideae)
dentro Araceae (MOHEDANO, 2010). Nas bibliografias sdo
popularmente conhecidas como “duckweeds” (erva-de-pato), “lentilhas
d’agua” ou somente “lemnas”, sendo descritos 5 géneros: Lemna,
Wolffia, Landoltia, Spirodela e Wolffiella e cerca de 40 espécies
(JOURNEY:; SKILLICORN; SPIRA, 1993).

A espécie utilizada neste trabalho foi Landoltia punctata (Figura
1), cuja classificagdo segundo Mohedano (2010) é apresentada a seguir:

Reino: Plantae

Divisdo: Angiospermae
Classe: Monocotyledoneae
Ordem: Arales
Familia: Araceae (Lemnaceae)
Sub-familia: Lemnoideae
Género: Landoltia
Espécie: Landoltia punctata

Devido a popularizagdo do termo, “lemna” vem sendo usado
como um nome usual, inclusive para outros géneros deste grupo
botanico (MOHEDANO, 2010). Deste modo, no presente trabalho sera
empregado diversas vezes o termo “lemnas” como nome comum,
desconsiderando as regras de nomenclatura cientifica, sob a qual o nome
de um género deve estar sublinhado, ou em italico.
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Figura 1- Landoltia punctata.

/

Fonte: http://www.vub.ac.be/APNA/research/Invasive/invasive.html

Séo consideradas as menores plantas vasculares do mundo, sendo
frequentemente confundidas com algas e encontradas em corpos de agua
doce ou com pouca salinidade (até 4 g/L) (JOURNEY; SKILLICORN;
SPIRA, 1993). Geralmente formam densas populagdes, flutuando
livremente sobre a superficie de lagoas ricas em matéria organica
(LANDOLT; KANDELER, 1987).

Possui como principal vantagem acumular biomassa a
velocidades mais rapidas do que outras plantas superiores, incluindo
culturas agricolas (HASSAN; EDWARDS, 1992), podendo dobrar sua
biomassa em dois ou trés dias dependendo da disponibilidade de
nutrientes, da temperatura e luminosidade (JOURNEY; SKILLICORN;
SPIRA, 1993). Em condicfes ideais, um tempo de duplicacdo de 20-24
h foi observada em Wolffia microscopica (KORNER; VERMAAT;
VEENSTRA, 2003). No entanto, o crescimento das lemnas pode ser
diminuido com a alta densidade de plantas, falta de nutrientes, valores
extremos de pH e competi¢do com outras plantas por luz e nutrientes. A
remogdo periddica da biomassa excedente e 0 manejo adequado nos
nutrientes presentes na agua garantem a melhoria das velocidades de
reproducdo (CULLEY; MYERS, 1978 apud FRANCA et al., 2009).
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Outra importante vantagem é a producdo de biomassa de grande
valor nutricional, chegando a mais de 40% de proteina bruta e apenas
15% de fibras (HASSAN; EDWARDS, 1992). Estudos mostram
também que o teor de amido nessas plantas pode variar de 3 a 75% e ser
consideravelmente aumentado por meio da manipulagdo das condicGes
de crescimento, como a restricdo de nutrientes, o que possibilita o seu
aproveitamento em produtos de interesse (CHENG; STOMP, 2009).

2.1.2 Utilizacdo de lemnas

A utilizaco dessas espécies e bastante variada. Em diversos
paises a capacidade desses vegetais no tratamento de efluentes e na
producdo de alimentos para animais tem sido estudada e utilizada com
sucesso.

As lemnéaceas coletadas, se cultivadas em esgoto doméstico livre
de metais pesados e outros compostos toxicos, podem ser utilizadas
como adubo na agricultura e na producéo de composto de alta qualidade
(TAVARES, 2008). Pode ser utilizada como fonte de alimento rico em
proteinas para animais, como peixes e aves. Além disso, o efluente
gerado é adequado para irrigagdo (ORON; PORATH; JANSEN, 1987
apud TAVARES, 2008). Cheng e Stomp (2009) mostraram em sua
pesquisa 0 potencial desses vegetais como matéria-prima para a
producdo de etanol.

2.1.2.1 Tratamento de efluentes

Estas plantas tém sido utilizadas para tratamento tercidrio de
efluentes municipais desde a década de 1980 nos Estados Unidos da
América (EUA), onde se aproveitam dos nutrientes poluentes existentes
para seu crescimento (CHEN; STOMP, 2009).

O uso de lagoa de lemnas para tratamento de efluentes despertou
interesse devido a sua rusticidade e eficiéncia. Algumas das principais
caracteristicas que favorecem a utilizacdo desses vegetais no polimento
de efluentes organicos segundo diversos autores, entre eles, Journey,
Skillicorn e Spira (1993), Bonomo, Pastorelli e Zambon (1997),
Hammouda, Gaber, Adbel-Hammed (1995), Igbal (1999), Cheng et al.
(2002), séo:

- Elevada exigéncia de nitrogénio e fdsforo;
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- Apresentam as maiores velocidades de crescimento entre as plantas
vasculares;

- Altas velocidades de remogéo de DBO e s6lidos suspensos;

- Impedem o crescimento e proliferacdo de algas devido a baixa
penetracdo de luz;

- Criam um ambiente propicio para a sedimentacdo ao diminuir a a¢do
do vento;

- Reduzem a proliferacdo de insetos por barreira fisica;

- Possuem biomassa de elevada qualidade nutricional, agregando valor
econdmico ao tratamento.

As lemnas podem ser utilizadas no tratamento secundrio
(remocdo de sélidos suspensos e DBQO) e no tratamento terciario
(controle de algas e remocdo de nitrogénio). Entretanto, os sistemas de
tratamento devem ser precedidos de adequado tratamento primario para
evitar o acimulo de lodo e material flutuante no tanque (BONOMO;
PASTORELLI; ZAMBON,1997).

Muitos estudos tém demonstrado a potencialidade de lagoas de
lemnas no polimento do efluente da suinocultura. Pesquisadores da
equipe dos doutores Cheng e Bergman, da Universidade Estadual da
Carolina do Norte - EUA publicaram diversos trabalhos sobre a
eficiéncia de lemnéceas no tratamento desses efluentes. Bergman et al.
(2000) realizaram um estudo para selecionar a espécie de lemnacea com
melhor desempenho no tratamento de dejetos suinos. Entre 41 cepas
isoladas geograficamente, de 12 espécies diferentes, a espécie de
primeira posicdo no ranking foi Landoltia punctata. Os parametros
avaliados foram remoc&o de nutrientes (N e P), taxa de crescimento e
producdo de proteina.

Mohedano (2010) realizou um estudo em Santa Catarina com 0
uso de lagoas de Landoltia punctata para o polimento e valorizacdo de
efluentes provenientes da suinocultura. No referido estudo a eficiéncia
das lemnas neste tipo de tratamento foi avaliada, onde foi possivel obter
um efluente clarificado, sem a turbidez caracteristica da presenca de
algas e sélidos em suspensdo, apresentando um elevado potencial na
remogdo de nutrientes, além da reducdo de fosforo e matéria organica.
Destacando-se ainda como vantagem o aproveitamento da biomassa de
lemnas como alimento animal da propriedade rural, trazendo assim
beneficios econdmicos e servindo de contrapartida para a implantacéo
do sistema de tratamento.
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Devido & importancia econémica da suinocultura no Estado de
Santa Catarina, que se destaca como principal produtor nacional de
suinos, e essa atividade ser de grande impacto ambiental para os
recursos hidricos, devido a geracdo de efluentes com alto potencial
poluidor, a utilizacdo de lemnas para o seu tratamento pode, além de
reduzir a carga de efluentes organicos, gerar economia no processo com
a valorizacdo biotecnoldgica deste subproduto, contribuindo para a
sustentabilidade da atividade.

2.1.2.2 Alimentacéo animal

Segundo Igbal (1999), o cultivo de lemnéaceas é considerado uma
tecnologia potencial para combinar o tratamento de efluentes e a
producdo de alimento, devido & baixa porcentagem de fibras e o elevado
valor nutricional. Em ambientes naturais, as lemnéceas constituem um
importante recurso alimentar para aves aquaticas, peixes e insetos
(POTT, 2000).

Segundo Journey, Skillicorn e Spira. (1993), o teor de proteina de
lemnas é um dos mais altos no reino vegetal, porém é dependente das
condi¢des de crescimento. Quando cultivadas em meios ricos em
nutrientes, podem apresentar niveis altos de proteina e baixo de fibras e
guando cultivadas em &guas pobres em nutrientes podem apresentar
niveis de proteina altos e niveis de fibra maiores. A variagdo na
composicdo é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Variagdo da composicao nutricional de lemnéceas em base seca.

Composi¢do %
Proteina 6,8 — 45,0
Lipidio 18-9.2
Fibra 5,7-16,2
Carboidrato 14,1 - 43,6
Cinzas 12,0-27,6

Fonte: Landolt e Kandeler (1987).

Além do alto teor de proteina contido nessas plantas, outros
componentes importantes também sdo encontrados. Landolt e Kandeler
(1987) relatam a presenga de 40 minerais diferentes e 6 vitaminas (A,
B1, B2, B6, C, E). No entanto, a quantidade de lipidios contidas nas
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lemnéceas € extremamente baixa, sendo necessario complementos ricos
em gordura para a alimentacdo animal constituida a base de farinha de
lemna.

Devido ao bom valor nutricional dessas plantas e por
apresentarem hoa digestibilidade, diversos pesquisadores tém
direcionado estudos a fim de testar sua eficiéncia na alimentacdo de
animais de criacdo, principalmente para aves e peixes. Sendo que a
utilizacdo de lemnaceas na alimentacdo de peixes € a forma mais
comum e difundida de aplicacdo da biomassa produzida. Podem ser
fornecidas em sua forma fresca, como Unico alimento, ou desidratada,
em combinagdo com outras fontes de alimento em cultivos de carpas e
tilapias (IQBAL, 1999).

2.1.2.3 Producéo de etanol

Os biocombustiveis liquidos, como o etanol, obtidos a partir de
biomassa sdo considerados uma alternativa promissora aos combustiveis
fosseis, em um esforco para reduzir as emissdes de gases causadores do
efeito estufa e atender a cada vez maior demanda global por energia.
Atualmente, o etanol é produzido principalmente em escala industrial a
partir de matérias-primas que contém amido e agucar, como o milho nos
EUA e cana-de-aclcar no Brasil (SANCHEZ; CARDONA, 2008). No
entanto, essas mateérias-primas utilizadas na producdo de etanol tém
alguns problemas inerentes, com impactos negativos sobre a seguranga
alimentar, meio ambiente e a insuficiéncia de terras agricolas. O mesmo
dilema existe na producdo de etanol a partir de outras matérias-primas
gue contém carboidratos em abundancia, tais como batata-doce e
mandioca, que tém o potencial de ser convertido em etanol (CHEN et
al., 2012).

Embora as fontes lignocelulésicas também sejam consideradas
matéria-prima promissora para a producdo de etanol, existem ainda
varios obstaculos a serem superados como a falta de um processo de
pré-tratamento que cause impacto reduzido ao meio ambientea, além de
eficiente e econdmico.

No cenario atual, o elevado custo de biocombustiveis é o maior
obstaculo a sua comercializagdo, limitando a sua produgdo em grande
escala. O principal fator econdmico a considerar para 0s custos de sua
producdo é a matéria-prima, que consiste em cerca de 80% do custo
operacional total (DEMIRBAS, 2008). Portanto, é necessario explorar
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novas fontes alternativas de biocombustivel que sejam adequadas e
baratas, permitindo assim competir com os derivados do petréleo.

Nesse sentido, as lemnas tém ganhado cada vez mais atencgdo,
sendo nos EUA investigada como uma nova tecnologia para
complementar a producéo de etanol a base de milho (CHENG; STOMP,
2009).

Essas plantas sdo consideradas como ideais por serem adaptaveis
as mais variadas localidades e climas e ndo competirem com culturas
alimentares. Além disso, outra caracteristica vantajosa inclui sua
velocidade de crescimento mais rapida do que outras plantas superiores,
incluindo culturas agricolas (LANDOLT; KANDELER, 1987), podendo
dobrar sua biomassa em dois dias, sob condic¢des ideais (LANDESMAN
et al., 2005). Podem também ser facilmente recuperadas do meio de
cultura por um processo de separagdo simples (XU; SHEN, 2011) e,
como caracteristica mais importante, sdo capazes de acumular amido.
Dependendo da espécie e das condicdes de crescimento, a porcentagem
de amido em lemnas varia de 3% a 75% em peso seco (LANDOLT;
KANDELER, 1987). Sob condi¢bes de crescimento ricas em nutrientes,
as lemnaceas tém um percentual relativamente baixo de amido. Mas,
manipulando as condi¢fes de cultivo, incluindo o ajuste de pH, a
concentracdo de fosfato e o estado nutricional (escassez de nutrientes), o
seu percentual de amido pode ser significativamente aumentado (CUI, et
al., 2011; XU; SHEN, 2011). Esses resultados indicam que a biomassa
de lemna pode produzir quantidades significativas de amido, que pode
ser prontamente convertido em etanol.

Teores de amido de 31,0-45,8% do peso seco foram obtidos ap6s
submissdo ao estresse de nutrientes (retirada de agua rica em nutriente
para outra com poucos nutrientes) durante 5-10 dias, e até 94,7% de
amido pode ser convertido a etanol usando as tecnologias ja existentes
para a conversdo do amido de milho (XU et al., 2012).

Aliado a isso, as lemnas sdo produzidas em aguas residuarias,
contribuindo para o tratamento desses efluentes e excluindo a
necessidade de insumos agricolas e o uso de terras produtivas.

Como uma alternativa promissora, as lemnas tém ganhado
ultimamente o interesse ndo s6 dos pesquisadores como também dos
governos. Em 2009, o Departamento de Energia dos Estados Unidos
apoiou um projeto para sequenciar o genoma de Spirodela
polyrhiza. Apoiado pelo ministro da Ciéncia e Tecnologia, a China
lancou um projeto para produzir biocombustiveis liquidos a partir da
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biomassa de lemnaceas e a primeira conferéncia internacional sobre
aplicacédo e pesquisa de lemnas foi realizada em Chengdu, na China, em
outubro de 2011 (TAO et al., 2013).

Como uma espécie aquatica, a pequena quantidade de lignina e a
deficiéncia em hemicelulose torna-se um importante fator, por aumentar
e facilitar a conversdo da biomassa em etanol (BAI; ANDERSON;
MOO-YOUNG, 2008). Muito embora o amido seja 0 componente de
maior interesse para sua producéo, a conversdo da fracdo de celulose em
etanol potencializa a utilizacdo da matéria-prima.

2.2 AMIDO

O amido é o maior polissacarideo de reserva das plantas e o
segundo mais abundante depois da celulose (SANTANA, 2007) e
fornece de 70 a 80% das calorias consumidas pelo homem (VAN DER
BURGT et al., 2000). Depois dos aclcares mais simples (glicose,
frutose, sacarose e maltose), € o principal carboidrato que os vegetais
sintetizam a partir da fotossintese. Entre as matérias-primas para sua
extracdo destacam-se as raizes, tubérculos e os cereais (FRANCO et al.,
2002).

Os granulos de amido diferem entre si na forma, tamanho e outras
caracteristicas fisicas, de acordo com a planta de origem. Geralmente o
tamanho do granulo de amido fica na faixa de 1 a 100 um e a sua forma
varia bastante (FRANCO et al., 2002).

Em termos estruturais, o amido é um polimero composto de
amilose e amilopectina. A amilose é composta de unidades de glicose
polimerizadas por ligagdes glicosidicas a— 1,4, de forma linear (Figura
2a). A segunda fracdo, amilopectina, ¢ um polimero de maior peso
molecular, onde as unidades de glicose estdo unidas por ligagdes 0—1,4 e
a—1,6 em configuracéo ramificada (Figura 2b) (LEONEL; CABELLO,
2001).

A proporcdo existente entre a amilose e a amilopectina no
granulo de amido, assim como a sua organizacao fisica sdo responsaveis
pelas propriedades fisico-quimicas e funcionais do amido e também pela
sua susceptibilidade ao ataque enzimatico, caracteristicas particulares a
fonte boténica a qual o0 amido é extraido. Geralmente os amidos contém
15 a 30% de amilose e 70 a 85% de amilopectina, existindo algumas
variedades de milho, sorgo, cevada e arroz referidas como “waxy” ou
ceroso que contém baixas quantidades de amilose, de 0 a 8%, assim
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como amidos com alta quantidade da mesma (50 a 70%) (JANE et al.,
1994).

Figura 2 - a) Ligagdes a-1,4 da molécula de amilose. b) Liga¢des a-1,4 e a-1,6
da molécula de amilopectina.
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Fonte: Lopes (2006).

H4& aplicacbes diversificadas para o amido, que vai além de sua
funcéo original como fonte de energia, sendo utilizado, assim como seus
derivados, em quase todas as industrias. Mas nem sempre o amido, na
sua forma nativa, possui propriedades adequadas a determinados tipos
de processamento. Deste modo, a hidrolise enzimatica tem sido utilizada
como técnica que possibilita a transformacédo do amido infermentescivel
em agclcares fermentesciveis, os quais podem ser convertidos em
diversos produtos de interesse (LIMA et al., 2002).

2.3 CELULOSE

A celulose é o principal constituinte das plantas e o material
organico mais abundante na natureza. E composta por unidades
repetitivas de duas moléculas de glicose (celobiose) unidas por ligagoes
B-1,4-glicosidicas e por ligacbes de hidrogénio intramoleculares
(ligagBes entre unidades de glicose da mesma molécula) e
intermoleculares (entre unidades de glicose de moléculas adjacentes)
(Figura 3) (ARANTES; SADDLER, 2010). Devido a essas ligacdes de
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hidrogénio ha uma forte tendéncia da celulose formar cristais que a
tornam completamente insoldvel em agua e na maioria dos solventes
organicos (SILVA et al. 2009).

Figura 3 - Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: Morais (2005).

As ligacOes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez; e as
ligagdes intramoleculares sdo responsaveis pela formacdo de fibrilas,
estruturas altamente ordenadas que se associam formando as fibras de
celulose. As fibrilas apresentam desde regibes com elevado grau de
cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estdo firmemente ligadas
em paralelo, até regibes com menor grau de ordenacdo, chamadas de
regides amorfas. Na regido cristalina, as fibras tém maior resisténcia a
tracdo, ao alongamento e a solvatacdo (absorcdo de solvente) que na
regido amorfa, onde a fibra possui sua maior flexibilidade (VASQUEZ
et al., 2007).

Apesar da sua simplicidade quimica, existe uma complexa gama
de formas fisicas de celulose devido principalmente a diversidade de
origem e o conhecimento de suas propriedades como tamanho, forma,
grau de polimerizacdo, area superficial, cristalinidade e associacdo com
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compostos nao celuldsicos sdo de suma importancia para o processo de
hidrélise (BEGUIN; AUBERT, 1994).

2.4 HIDROLISE ENZIMATICA

As ligacbes glicosidicas, que unem as unidades de
monossacarideos em oligo e polissacarideos, podem ser hidrolisadas por
acidos ou enzimas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). No
entanto, a hidrolise &cida apresenta algumas desvantagens, tais como:
baixa seletividade, etapa de recuperacdo do &cido e neutralizacdo, pouca
flexibilidade operacional e necessidade de equipamentos altamente
resistentes a corrosao (CAMILI, 2010).

Como caracteristica principal, as enzimas apresentam uma
elevada especificidade em relacdo ao substrato e sua utilizagdo reduz a
obtencdo de subprodutos indesejaveis na reacdo, diminuindo assim os
custos de separacdo dos produtos, bem como os problemas de
tratamento de efluente (SEGEL, 1975). No caso da hidrélise enzimatica,
a especificidade da enzima evita ainda que ocorra degradagéo da glicose,
0 que pode ocorrer na hidrdlise acida (CONTIERO, 1992). Em funcéo
disso, 0s processos enzimaticos vém ganhando cada vez mais
importancia.

De maneira simplificada pode-se dizer que a obtencéo de etanol a
partir de biomassa envolve duas etapas. A primeira consiste na hidrolise
dos polissacarideos, gerando monossacarideos e dissacarideos. A
segunda etapa envolve a fermentacdo dos monossacarideos e
dissacarideos em etanol (OLSSON et al., 2002). No caso da biomassa de
lemna como substrato, pode-se utilizar a hidrélise enzimatica do amido
e da celulose para obtencdo de um maior teor de agUcares
fermentesciveis disponiveis para a fermentacéo alcodlica.

2.4.1 Hidrolise enzimatica do amido

O processo de hidrolise enzimatica do amido acontece pelo
desdobramento total de suas moléculas de amilose e amilopectina, que
ao se romperem, transformam-se em dextrinas cada vez mais simples e
por fim em glicose. Pelo fato das liga¢bes glicosidicas do amido ser do
tipo a (alfa), hd um maior interesse na sua utilizagdo como substrato de
processos biossintéticos, ja que estas ligacdes podem ser facilmente
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hidrolisadas, quando comparadas com as do tipo B (beta), encontradas
na celulose (FRANCO et al., 2002b; LEONEL; CABELLO, 2001).

De forma simplificada, a hidrélise enzimatica do amido é
realizada em duas etapas: a liquefacédo e a sacarificagdo. No processo de
liguefacdo, os granulos de amido sdo dispersos em solucdo aquosa,
aquecidos (causando a gomificacdo) e hidrolisados parcial e
irreversivelmente, com auxilio de uma o-amilase (MAAREL et al.,
2002). A temperatura de gomificagdo pode variar bastante entre os
amidos de diferentes fontes boténicas, oscilando na faixa de 65 a 105 °C,
sendo necessario muitas vezes o emprego de altas temperaturas para a
total gomificacdo (TORRES; LEONEL; MISCHAN, 2012).

Apobs a liquefacdo, a solucdo de maltodextrina, obtida da etapa
anterior, é hidrolisada em glicose por uma enzima desramificante, seja
endoenzima (isoamilase e pululanase) ou uma exoenzima (B-amilase e
amiloglucosidase), atuando sobre as ligagdes glicosidicas o-1,6 da
amilopectina (MAAREL et al., 2002). Sendo o resultado dessa segunda
etapa uma solucdo de sacarideos de baixo peso molecular, como glicose
e maltose.

2.4.1.1 Enzimas amiloliticas

Enzimas sdo compostos de natureza proteica que atuam como
catalisadores bioldgicos em reacGes metabolicas energeticamente
possiveis e aceleram as reacfes por ativacdo especifica (CHAPLIN;
BUCKE, 1990).

As enzimas amiloliticas séo catalisadoras da hidrdlise de ligacbes
dos tipos a-1,4 e o-1,6, encontradas em polissacarideos, e séo
denominadas como amilases (CAMILI, 2010).

Na hidrolise do amido podem ser utilizados quatro grupos de
enzimas. As endo e exoamilases que agem primeiramente nas ligaces
o-1,4; as desramificantes que agem exclusivamente nas ligagdes o-1,6 €
as transferases que quebram ligagdes glicosidicas a-1,4 e as transferem
para um receptor glicosidico, formando uma nova cadeia glicosidica
(CAMILLI, 2010).

As amilases hidrolisam moléculas de amido liberando diversos
produtos, incluindo dextrinas e pequenos polimeros compostos de
unidades de glicose. Essas enzimas apresentam grande importancia em
biotecnologia com aplicacdes nas indstrias de alimentos, fermentacéo,
papel e téxtil. Apesar de serem derivadas de diversas fontes, incluindo
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plantas, animais e microrganismos, enzimas microbianas geralmente
encontram grande demanda industrial. Atualmente grandes quantidades
de amilases microbianas estdo disponiveis no comércio e tém aplicacao
guase completa na hidrélise do amido (GUPTA et al., 2003; PANDEY
et al., 2005).

S8o conhecidas varias enzimas que hidrolisam a molécula de
amido em diferentes produtos e a acdo combinada de vérias enzimas é
necessaria para sua completa hidrélise, sendo comumente utilizado uma
a-amilase associada a uma amiloglucosidase (SPIER, 2005).

A o-amilase ¢ uma endoamilase que rompe as ligacdes a-1,4, ao
acaso dentro da molécula de amido. (TEREBIZNIK; BUERA,;
PILOSOF, 1998). O ataque ocorre sobre varios pontos da cadeia
simultaneamente, sendo que os primeiros produtos da hidrélise sdo
oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose (BRUCHMANN, 1990).
Ao final, a o-amilase libera algumas poucas unidades de glicose,
oligossacarideos de diferentes pesos moleculares e dextrinas. Isto torna a
pasta gelatinizada menos consistente e fornece maior ndmero de
terminais de cadeias para a acdo das enzimas sacarificantes. Por esta
razéo, essa enzima é denominada de enzima liquidificante (SANTANA,
2007).

Essa enzima pode ser produzida por diversas espécies de
microrganismos, mas para aplicagdes comerciais, a o -amilase derivada
principalmente do género Bacillus, tem encontrado aplicagdo potencial
numa variedade de  processos industriais = (KONSOULA;
LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2007; PANDEYet al., 2000). S&o de
especial interesse para os grandes processos biotecnoloégicos, devido a
sua estabilidade térmica notavel (PRAKASH; JAISWAL, 2009).

Termoestabilidade ¢ uma caracteristica desejavel para a maior
parte das enzimas industriais. Enzimas termoestaveis isoladas a partir de
organismos termofilicos descobriram um namero de aplicacGes
comerciais devido a sua estabilidade. Como a etapa de liquefacdo do
amido é realizada a altas temperaturas (100-110 °C), enzimas
amiloliticas termoestaveis tem sido investigadas para melhorar os
processos industriais de degradacdo do amido e sdo de grande interesse
para a producdo de produtos valiosos, como glicose, dextrose cristalina,
dextrose, xarope de maltose e maltodextrinas (ASGHER et al., 2007).

As ligagdes a-1,6 da amilopectina ndo sdo hidrolisadas pela o-
amilase, sendo o produto final do ataque a amilopectina, moléculas de
isomaltose (Figura 4) (BRUCHMANN, 1990).
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Ja a amiloglucosidase, ou glicoamilase, é uma exoenzima que
rompe as ligacdes a-1,4 ¢ a- 1,6 do amido a partir da extremidade néo
redutora. O resultado da sua converséo é a transformacéo total do amido
em unidades de glicose (PANDEY et al., 2005).

As amiloglucosidases provenientes de diferentes fontes
apresentam pH 4timo entre 3,0 e 5,0 estando o pH de maior estabilidade
da enzima no intervalo de 4,0 a 5,0. A temperatura 6tima da enzima se
encontra, na maioria das vezes, entre 50 e 60 °C (COSTA, 1996). Sao
produzidos por um grupo diversificado de microrganismos, incluindo
bactérias e fungos, no entanto as enzimas usadas comercialmente sdo
produzidas por espécies de Aspergillus e Rhizopus (DELGADO et al.,
2009).

Figura 4 - A¢do da enzima a-amilase sobre as fragdes do amido, amilose e
amilopectina.
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Fonte: Bruchmann (1990).

Na hidrélise, espera-se que as a- amilases formem moléculas
menores de substrato facilitando assim a acdo da amiloglucosidase
(CABELLO, 1995). Assim, a amiloglucosidase é utilizada em amidos
liquefeitos com a-amilase para chegar a produtos que serdo usados como
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substratos para fermentacdes, ou para a obtencdo biotecnoldgica de
glicose e dextrinas (PARK; SANTI, 1977 apud SOUTO, 2011).

2.4.1.2 Enzimas pectinoliticas

O uso de pectinases como enzimas complementares no processo
de hidrélise do amido advém como uma alternativa para aumentar o
rendimento do processo (LEONEL; CEREDA, 1998).

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam
substancias pécticas, que sdo macromoléculas glicosidicas de alto peso
molecular, que formam uma fina camada de material adesivo
extracelular entre as paredes primarias de células de vegetais
(ALMEIDA et al., 2005). Desse modo, seu uso tem o intuito de destruir
a integridade estrutural da matriz responsavel pelo aprisionamento dos
grénulos, expondo e liberando 0 amido (UENOJO; PASTORES, 2007).

A habilidade para sintetizar enzimas pectinoliticas € comum entre
0s grupos de microrganismos, porém os fungos sdo os mais utilizados
em escala industrial, pois cerca de 90% das enzimas produzidas podem
ser secretadas no meio de cultura (BLANDINO et al., 2001).

Basicamente existem trés tipos de pectinases: pectina esterase
(desesterificante ou desmetoxilante) que remove 0s grupos metil éster;
as despolimerizantes (incluem as enzimas hidroliticas e as liases) que
catalisam a clivagem das ligacGes glicosidicas das substancias pécticas e
as protopectinases que solubilizam protopectina para formar pectina
(UENOJO; PASTORES, 2007).

2.4.2 Hidrolise enziméatica da celulose

Basicamente, a biomassa celul6sica é composta de cadeias de
celulose (polissacarideo formado por moléculas de glicose ligadas
através de ligagdes B-1,4-glicosidicas) unidas entre si por ligagdes de
hidrogénio. Essas longas fibras celuldsicas sdo, por sua vez, recobertas
por  hemiceluloses  (polissacarideos  ramificados  formados
principalmente por D-xilose com pequenas quantidades de L-arabinose,
D-glicose, D-manose, D-galactose, acido glucurbnico e &cido
manurdnico) e ligninas (redes poliméricas tridimensionais formadas por
unidades fenilpropano interligadas) (WYMAN et al., 2005).

A hidrélise de celulose gera glicose e a partir dai pode gerar
etanol ou outros produtos de grande interesse industrial (MACEDO,
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2007). Por outro lado, a hidrdlise de ligninas e hemicelulose gera
aclcares e subprodutos (principalmente, difendis, derivados de
fenilpropano, cetonas, furfural e acido acético), que muitas vezes inibem
a fermentacdo microbiana (OGEDA; PETRI, 2010).

O processo de hidrdlise da celulose catalisado por enzimas possuli
um rendimento baixo, principalmente devida a estrutura altamente
cristalina da celulose, a qual dificulta 0 acesso do substrato aos sitios
ativos (DADI; VARANASI; SCHALL, 2006). A dificuldade ainda €
aumentada pelo fato que a celulase adsorve fisicamente sobre ligninas, o
que restringe a hidrolise, pois esconde a superficie celulésica impedindo
o intumescimento das fibras. Logo, torna-se necessaria uma etapa de
pré-tratamento, tanto a fim de quebrar a estrutura cristalina da
lignocelulose quanto a fim de remover a lignina, expondo as moléculas
de celulose e hemicelulose & acdo enzimatica.

Atualmente, hd uma grande quantidade de processos de pré-
tratamento disponiveis, podendo ser fisicos, quimicos, bioldgicos ou de
fracionamento por solvente (SOUSA, 2009). No entanto, essas
tecnologias de hidrélise requerem um tratamento fisico preliminar que
visa eliminar as impurezas e preparar o material lignocelul6sico por
reducdo do tamanho das particulas a tratar. Essa reducdo de tamanho,
traz como vantagem o aumento da superficie especifica do material,
acelerando assim, a reacéo de hidrolise (CARDOSO, 2008).

2.4.2.1 Enzimas celuloliticas

A hidrélise enzimética da celulose é feita usando enzimas
celuloliticas. A celulase é um complexo enzimatico, onde as enzimas
atuam sinergicamente (OLSSON et al., 2002).

As celulases podem ser divididas em trés grandes grupos: as
endoglucanases, que clivam ligagBes internas da fibra celulésica
gerando oligossacarideos menores (celodextrina e celobiose); as
exoglucanases, atuam na regido externa da celulose liberando unidades
de celobiose e as B —glucosidases, que completam a hidrélise gerando
mondmeros de glicose (FENGEL; WEGENER, 1989). Suas acfes
podem ser vistas na Figura 5.
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Figura 5 - Acgdo do complexo celulase na hidrélise da celulose e compostos
intermedidrios.
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No mecanismo sinérgico exo-endo, as endoglucanases clivam de
forma aleatoria as cadeias na superficie da celulose, fornecendo assim
numerosos sitios adicionais para ataque das exoglucanases. (OGEDA;
PETRI, 2010). Em consequéncia da acdo desses dois grupos de enzimas
na celulose, a celobiose e a glicose sdo obtidas, e enquanto sua
concentracdo no meio reacional aumenta gradualmente, as atividades
dessas celulases sdo inibidas por esses produtos, tendo por resultado
uma diminuicdo final na velocidade e no rendimento do processo de
sacarificacdo. A celobiose apresenta um poder de inibi¢do maior, sendo
mais expressivo que a inibi¢do por glicose (RABELO, 2007).

Muitos complexos de celulase disponiveis comercialmente
contém niveis baixos de B-glicosidase, conduzindo a um aumento do
acumulo de celobiose nos hidrolisados enzimaticos de celulose. Tendo a
celobiose um poder inibidor mais forte do que a glicose, e sua hidrélise
ocorrer através da agdo das enzimas B-glicosidases, é indicado que se
adicione no meio reacional uma certa quantidade dessa enzima
proveniente de outras fontes de complexos enzimaticos. Dessa forma ha
uma diminuicdo da concentragdo de celobiose no meio reacional,
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ocasionando diminuicédo da inibicdo e aumento na eficiéncia da hidrdlise
enzimatica (SUN; CHENG, 2002).

2.4.2.2 Enzimas hemiceluloliticas

Hemiceluloses sdo classificadas de acordo com o residuo de

acucar principal no esqueleto, como, por exemplo, xilanas, mananas e
glucanas, sendo a sua remogdo associada ao aumento do rendimento da
hidrélise enzimatica de celulose (SADDLER et al., 1982 apud OGEDA,;
PETRI, 2010).
Para a hidrolise de hemicelulose ha enzimas especificas, as
hemicelulases. S&o produzidas por muitas espécies de bactérias e
fungos, assim como por varias plantas. Muitos micro-organismos
produzem um padrdao multiplo de hemicelulases. Hoje, preparacdes de
hemicelulases comerciais sdo obtidas a partir dos fungos Trichoderma
ou Aspergillus geneticamente modificados (WYMAN, 2005).

2.5 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

A demanda atual por energia é cada vez maior. A substituicdo das
fontes utilizadas hoje, os combustiveis fosseis, gera uma procura por
matérias-primas que sejam renovaveis e limpas. A producdo de etanol a
partir de culturas agricolas, como é o caso da cana-de-agucar no Brasil e
do milho nos EUA, causa uma competicdo com a producdo de
alimentos. Assim, hd um grande interesse em explorar fontes
alternativas para a producéo de etanol.

Nesse cenério, a producdo de etanol a partir de lemnas surge
como uma matéria-prima alternativa para a producdo de etanol, por
reunir as caracteristicas desejaveis citadas acima e aliado a isso serem
cultivadas em aguas residuérias, contribuindo para o tratamento desses
efluentes, e possuirem a capacidade de acumular amido.

Nos EUA, estudos recentes vém sendo realizados investigando
essas plantas como uma nova tecnologia para complementar a producéo
de etanol a base de milho. No Brasil, até 0 momento, ndo se tem
conhecimento de estudos realizados com esse fim, mesmo sendo
relatadas a presenca de espécies nativas no nosso pais, como a espécie
utilizada neste estudo (Landoltia punctata), cuja ocorréncia foi
verificada na regido litordnea de Santa Catarina. Na literatura
demonstrou-se que a hidrolise enziméatica vem sendo empregada para a
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conversao do seu contetdo de amido em acgucares fermentesciveis e por
fim em etanol. Como tentativa de potencializar a utilizagdo da matéria-
prima, também foi encontrado um trabalho demonstrando a
possibilidade de hidrdlise enzimatica da fracdo de celulose, sem pré-
tratamento da biomassa, devido sua caracteristica de nao possuir grandes
quantidades de hemicelulose e lignina quando comparada com plantas
terrestres.

Esses fatos, aliado a fundamentacdo tedrica apresentada neste
capitulo, permite justificar a realizacdo deste trabalho, cujo maior
objetivo reside na valorizacdo biotecnoldgica de Landoltia punctata
através de hidrélise enzimética das suas fragdes de amido e celulose, no
que diz respeito a caracterizar a hiomassa, definir as melhores condicGes
de processo com o uso da ferramenta de planejamento de experimentos,
a caracterizacdo do hidrolisado obtido nas condigdes definidas e
avaliacdo da capacidade da espécie em acumular amido pela privacao de
nutrientes, visando assim a producéo de etanol.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia
Bioquimica (ENGEBIO) do Departamento de Engenharia Quimica e de
Engenharia de Alimentos (EQA) e no Laboratério de Efluentes Liquidos
e Gasosos (LABEFLU) e Laboratério de Residuos Solidos (LARESO),
pertencente ao Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental
(ENS), todos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.1 MATERIAL
3.1.1 Matéria-prima

A espécie de lemnécea utilizada nos experimentos foi Landoltia
punctata, fornecida pelo Laboratério de Efluentes Liquidos e Gasosos
(LABEFLU), excedente de uma unidade piloto de tratamento de esgoto
sanitario oriundo de condominios residenciais. Essa unidade é
constituida por trés lagoas, uma com 5000 L de volume (til e as outras
duas com 3500 L, todas fabricadas em fibra de vidro, instaladas nas
dependéncias do Campus Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), na cidade de Floriandpolis, junto ao Laboratdrio
de Efluentes Liquidos e Gasosos (LABEFLU) e Laboratério de
Residuos Soélidos (LARESO), pertencente ao Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENS).

A utilizacdo dessa espécie se deu pelo fato de apresentar
eficiéncia na remocdo de nutrientes, alta produtividade de biomassa,
capacidade de acumular amido e ser nativa no estado de Santa Catarina,
como afirma Mohedano (2010).

3.1.2 Enzimas

e Termamyl 2X: a-amilase termoestavel, produzida através de
fermentacdo submersa de Bacillus licheniformis. A enzima hidrolisa as
ligacdes a-1,4 da amilose e da amilopectina, convertendo rapidamente o
amido em dextrinas e oligossacarideos. Possui aparéncia liquida, ndo
viscosa de cor de amarelo a marrom claro e densidade aproximada de
1,26 g/mL O pH ¢6timo de acdo enzimatica esta entre 6,0 e 7,0 e a
temperatura entre 90 e 105 °C (NOVOZYMES, 2007).
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e Spirizyme Fuel: amiloglucosidase produzida por fermentacéo
submersa de Aspergillus niger. A enzima hidrolisa as ligagdes a -1,4 ¢ a
- 1,6 nas extremidades ndo-redutoras do amido liquefeito. Apresentada
na forma liquida, com cor marrom escura, e densidade de
aproximadamente 1,15 g/mL- Possui como condi¢Ges 6timas o pH
proximo a 4,5 e a temperatura em torno de 65 °C (NOVOZYMES,
2012).

e Pectinex Ultra AFP: pectina-liase, que catalisa a clivagem de a-
1,4 galacturonana formando oligossacarideos. Produto na forma liquida,
de cor marrom claro com densidade aproximada de 1.16 g/mL. A
enzima possui pH 6timo de 3,0 a 4,2 e atividade de 10 a 60 °C
(NOVOZYMES, 2012).

o Cellic CTec2: complexo de celulase, com elevada quantidade de
B-glucosidases, para degradacdo de celulose em acUcares
fermentesciveis. Sua temperatura e pH ideais sdo 45 a 50 °C e 5,0 a 5,5,
respectivamente (NOVOZYMES, 2010).

e Cellic Htec2: endoxilanase com especificidade para
hemicelulose. Pode melhorar a hidrélise de celulose quando combinados
com CTec2. A temperatura ideal da enzima é de 45 a 50 °C e pH 5,0
(NOVOZYMES, 2010).

3.2 METODOS

Um esquema geral da pesquisa é apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Fluxograma geral da pesquisa.
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3.2.1 Preparo e caracterizacdo fisico-quimica da matéria-prima

A biomassa seca (55 °C por 24 horas) foi triturada e peneirada em
peneiras de 600 pm para obtencdo de uma farinha de lemnas, que foi
embalada em sacos plasticos, identificada e armazenada sob
refrigeracdo, temperatura de aproximada de7 °C, até o momento das
analises (Figura 7). Essa farinha foi entdo caracterizada quanto ao teor
de amido, celulose, cinzas, proteina bruta e umidade conforme

metodologia descrita no item 3.2.5.

Figura 7 - Farinha de lemnas.

3.2.2 Determinacéo da atividade enzimatica

Para fins de comparagdo, foi feita a determinacéo da atividade das
enzimas conforme metodologia descrita a seguir e utilizando o pH e a
temperatura das condicOes definidas neste estudo.

Além das enzimas responsdveis pela hidrolise do amido
(Termamyl 2X e Spirizyme Fuel), que é o substrato de maior interesse,
foi também realizada a determinacdo da atividade da Cellic Ctec2
(celulase), que mostrou ter efeito, através de um planejamento do tipo
Plackett-Burman, sobre a hidrolise.
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3.2.2.1 Enzima a-amilase (Termamyl 2X)

A determinacéo da atividade da enzima a-amilase foi dividida em
trés etapas: preparo das solugcdes (amido e enzima), reacdo e leitura da
absorbancia.

A solucdo de amido foi preparada utilizando amido solavel P. A.
(Synth) na concentracdo de 0,7% (m/v) e entdo aquecida, sem ferver,
para que o amido fosse gelatinizado. A solucdo de enzima foi preparada
a 10% (v/v), sendo aquecida por 5 min a 60 °C para homogeneizagé&o.

A reacdo das solugdes de amostra, controle de substrato, controle
de enzima e do branco, foi realizada em tubos de ensaios de vidro
identificados, em triplicata, utilizando tampé&o acetato de sodio 0,05 M
em pH 6, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Preparo da solucdo de reacdo da amostra, controle de substrato,
controle de enzima e branco para atividade de o -amilase.

Controle de Controle de
Amostra substrato CS enzima CE Branco

(mL) (mL) (mL) (mL)
Solucéo de 0,7 0,7 - -
amido
Solugdo de 0,3 - 0,3 -
enzima
Solucéo
tampéo
Agua - 0,3 - 1,0
destilada

0,7 -

Os tubos foram agitados e incubados em banho-maria (Deleo) por
10 min a 60 °C e a reacdo foi cessada pela adicdo de 4 mL de &cido
cloridrico (Nuclear) 0,2 M. Paralisada a reacdo, 0,5 mL de Fuwa foi
também adicionado, agitado para homogeneizagdo e acrescentado de 10
mL de &gua destilada. Em seguida, a leitura da absorbancia foi realizada
no comprimento de onda de 600 nm (SP 1105, Bel Photonics).

Uma unidade da atividade de a-amilase (U) foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 0,1 mg de
amido por minuto. O resultado foi expresso em U/mL com base na
Equacéo 1:
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(Abs CS+ Abs CE)— Abs A Qo xf
(UimL) — (Abs CS+ Abs CE) s (1)
B tx Qe
Onde:

Abs CS = absorbancia lida na solucdo de reacdo de controle de
substrato;

Abs CE = absorbancia lida na solucéo de reacdo de controle de enzima;
Abs A = absorbéancia lida na solucdo de reacdo da amostra;

Qs = guantidade de amido retirada da solugdo para realizar a reagdo
(mg);

t: tempo de reacdo em minutos;

Qe = quantidade de enzima usada na reacdo (mL);

f = fator de diluigéo.

3.2.2.2 Enzima amiloglucosidase (Spirizyme Fuel)

A atividade enzimatica da amiloglucosidase foi determinada
segundo Moraes, Astol Filho e Ulhoa (1999), sendo subdivididas em
trés etapas: preparo de solugBes (amido e enzima), reagcdo da amostra e
determinacédo da concentragéo de glicose.

A solucdo de amido foi preparada utilizando amido sollvel na
concentracdo de 0,5% (m/v) em tampdo acetato de sédio (0,05 M, pH
4,5). Para que ocorresse a gelatinizacdo, a solucdo foi aquecida em
microondas por 5 minutos para homogeneizac¢do. A solucdo de enzima
foi preparada na concentracdio de 0,01% (v/v) da enzima
amiloglucosidase.

A reacdo da amostra e do branco foi realizada em tubos de
ensaios de vidro, em triplicata, segundo a Tabela 3.

Tabela 3 - Aliquotas da solucdo de reacdo da amostra e branco para analise da
atividade enzimatica da amiloglucosidase.
Amostra (nL) Branco (nL)
Solugdo de amido 100 100
Solugdo de enzima 20 -

Solucdo tampéo - 20




o1

Os tubos foram agitados e incubados em banho-maria (Deleo) a
40 °C por 30 minutos. A reacéo foi paralisada com banho de gelo.

A concentracdo de glicose liberada pela reacdo foi determinada
segundo o método de glicose oxidase por meio de um kit (Glicose
Liquiform, Labtest), que foi realizado segundo a Tabela 4.

Tabela 4 - Aliquotas para preparo do branco, amostra e padrdo para
determinacdo de concentracéo de glicose.

Branco Amostra Padréo
Reagente de cor 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL
Solucgéo padrédo - - 20 uL
Solucéo de amostra - 20 uL -

Os tubos foram agitados em vortex e incubados em banho-maria
(Deleo) a 37 °C durante 10 minutos. A leitura da absorbancia foi
realizada a 505 nm (Bel Photonics, SP 1105). A cor é estavel por 30
minutos.

Uma unidade de atividade de amiloglucosidase (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de glicose
por minuto a partir do amido. O resultado foi expresso em U/mL, com
base nas Equacdes 2 e 3:

Glicose (mg/dL) :% x100 @)

Atividade de amiloglucosidase _( Slicose 1, ¢ 160 (3)
(U/mL) 0,18x t

Sendo:
Abs Amostra = absorbancia lida na amostra;
Abs Padrdo = absorbancia lida no padréo de glicose;
0,18 = massa molar da glicose (mg/umol);
t = tempo de reacdo da amostra (min);
f = fator de diluicéo;
100 = conversdo de dL para mL.
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3.2.2.3 Enzima celulase (Cellic Ctec2)

A atividade da celulase foi baseada no procedimento descrito por
Ghose (1987), empregando-se papel filtro como substrato e avaliando-se
sua atividade pela liberacdo de agUcares redutores dosados pelo método
de Miller (1959) empregando o acido 3-amino-5-nitrossalicilico.

O reagente DNS foi preparado misturando-se 100 mL de solugéo
4% (m/v) de NaOH, 100 mL de solucdo de tartarato duplo de sédio e
potassio 75% (m/v) e 2,5 g de &cido 3-5-dinitrossalicilico. Por fim,
completou-se o volume para 250 mL com agua destilada.

A determinagdo envolveu quatro categorias de reagdes: (1) tubos
das amostras a serem quantificadas (atividade enzimatica); (2) tubo do
branco reacional (para zerar o espectrofotémetro); (3) tubos controle da
enzima (extrato enzimatico sem substrato); e (4) tubos controle do
substrato (substrato sem extrato enzimatico). O preparo desses tubos
pode ser visto na Tabela 5.

Tiras de aproximadamente 1,0 x 6,0 cm (50 mg) de papel de filtro
Whatman n°1, foram enroladas em espiral e totalmente imersas nas
respectivas quantidades de tampao citrato de sddio (50 mM e pH 4,8). A
fase inicial da analise se deu pela incubacdo das reagdes em tubos de
ensaios (triplicata) em banho-maria (Deleo) a 50 °C por 10 minutos para
equilibrio da temperatura.

Tabela 5 - Preparo das reacdes de amostra, branco, controle de enzima e de
substrato para realizacdo da etapa inicial da analise de determinacdo de
atividade da celulase.

Amostra  Branco Controle de Controle de

Enzima Substrato
Papel filtro 1 unidade - - 1 unidade
Tampéo 1,0 mL 1,5mL 1,0 mL 1,5mL

Ap6s 10 minutos, adicionou-se 0,5 mL da enzima as reacdes de
amostra e de controle de enzima, e todos os tubos foram incubados por
60 minutos. Ao final deste periodo, os tubos foram removidos e todos
eles receberam as mesmas quantidades de reagentes e 0 mesmo
tratamento, sendo 0,5 mL de cada meio reacional transferido para outro
tubo, adicionado de 0,5 mL do reagente DNS e colocado em agua
fervente por 5 minutos. Depois desse tempo, a reacdo foi paralisada em
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banho de gelo fundente. Ao final, adicionou-se 8 mL de solucdo
estabilizante (tartarato de sodio e potassio 50 mM), misturou-se bem e a
absorbancia da solugdo foi medida em 540 nm. A concentragdo de
acucares redutores foi determinada através de uma curva de calibracdo
onde uma solucdo de glicose foi utilizada como padrdo (0,05 — 3,33
mg/mL).

Segundo Ghose (1987), uma unidade de atividade enzimatica (U)
libera 1 umol de aglcar redutor por minuto. A partir da Equacgdo 4

calculou-se a atividade enzimatica:
U/mL = ART x L
0,18 x Vx t 4)
Sendo que:

ART = aclcares redutores totais produzidos na etapa de hidrolise
(mg/mL);

V1 = volume total utilizado na hidrdlise (volume do tampédo + volume
do extrato enzimatico) (mL);

0,18 = massa molar de glicose (mg/umol);

Ve = volume do extrato enzimético utilizado na hidrélise (mL);

t = tempo de hidrélise (minutos).

3.2.3 Avaliacao da hidrdlise enzimética

A hidrdlise enzimatica da biomassa foi dividida em duas etapas:

1. Liquefacdo: etapa realizada em banho-maria (Dubnoff NT 232,
Nova Técnica) onde a a-amilase promove a liquefacdo (dextrinizagao)
do amido produzindo maltodextrinas e oligossacarideos pela quebra das
ligacdes o (1-4) da amilose e amilopectina (Figura 8). Nesse estudo essa
etapa foi mantida fixa, sendo utilizada a concentragdo da a-amilase
Termamyl 2x em 0,2% (v/m, em relacdo a biomassa), pH 6,0,
temperatura de 95 °C, agitacdo de 150 rpm e tempo de 2 horas, baseado
nas condi¢cBes Otimas da propria enzima e em literatura consultada
(ABUJAMRA, 2009; TORRES, 2009; TORRES; LEONEL;
MISCHAN, 2012).



54

Figura 8 - Banho termostatizado com agitacdo usado na etapa de
liquefagéo.

2. Sacarificacdo: etapa em que de fato ocorre a liberacdo dos
mondmeros de glicose e que nesse trabalho foi investigada, através de
planejamentos experimentais, quanto ao pH, temperatura e
concentrages das enzimas utilizadas (Spirizyme Fuel, Pectinex Ultra
AFP, Cellic CTec2 e Cellic Htec2) em volume de enzima por massa de
biomassa seca. O tempo de sacarificacdo foi determinado por cinética e
a agitacdo mantida a 150 rpm. A sacarificacdo foi realizada em shaker
(Excella E25, New Brunswich Scientific) (Figura 9).

Figura 9 - Shaker com agitacdo orbital utilizado na etapa de
sacarificagdo.
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Baseado em estudos prévios (CHEN et al., 2012; XU et al., 2011;
GE et al., 2012) e com a finalidade de selecionar varidveis com maiores
efeitos sobre o processo de conversdo do amido e celulose em glicose,
foi empregado um planejamento do tipo Plackett-Burman, com 12
experimentos e triplicata no ponto central. Com a selecdo das variaveis,
empregou-se como teste dois planejamentos fatoriais completos 22, com
4 experimentos e triplicata no ponto central, com o intuito de encontrar a
melhor condicdo de processo (Tabela 6). Segundo Lara (2008), esse
planejamento é aplicado com o interesse de determinar as variaveis
experimentais e as interacdes entre elas que tém influéncia significativa
sobre as diferentes respostas de interesse. A varidvel resposta
(dependente) dos planejamentos foi a concentragdo de glicose (g/L) e as
faixas de estudo das varidveis independentes foram escolhidas levando
em consideracdo as condigBes 6timas das enzimas, as recomendacdes
dos fabricantes e o resultado do Planejamento Plackett-Burman, no caso
do fatorial completo.

As reagBes de hidrolise enzimatica foram realizadas em frascos
de Erlenmeyer de 500 mL pela adi¢do de 2 g de biomassa seca em 50
mL de tamp&o citrato de sddio (50 mM e pH 6,0). A a-amilase foi entdo
adicionada e a liquefagdo realizadas em banho-maria a 95 °C e 150 rpm
por 2 horas.

Transcorrido esse tempo, os frascos foram colocados em banho
de gelo para diminuicdo rapida da temperatura. Depois disso, e quando
necesséario, o pH foi corrigido com &cido cloridrico (Nuclear). Em
seguida, as outras enzimas foram adicionadas, nas concentragdes
definidas em cada experimento, e levadas ao skaker a 150 rpm em
temperatura definida nos niveis para cada experimento. O tempo de
reacdo de sacarificacdo foi determinado por cinética, com condigdes
fixas no ponto central do planejamento tipo Plackett-Burman, onde as
amostras destrutivas para analise de glicose foram retiradas nos tempos:
0, 0,5, 1, 1,5, 2 horas e a partir dai retiradas de 2 em 2 horas até ser
completado 24 horas de processo.
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Tabela 6 - Faixa de estudo das variaveis independentes da matriz de
planejamento para producgdo de glicose através de hidrélise enzimética.

Niveis
-1 0 1
Variaveis Planejamento Plackett Burman
pH 3,0 4,5 6,0
Temperatura (°C) 45 55 65
Conc. Spirizyme Fuel 0,1% 0,2% 0,3%
(Amilo) (v/m)
Conc. Pectinex Ultra 0 0,05% 0,1%
AFP (Pect)(v/m)
Conc. Cellic Ctec2 0 3% 6%
(Cetec)(v/m)
Conc. Cellic Htec2 0 0,25% 0,5%
(Htec)(v/m)
Fatorial Completo 22 (1)
Temperatura (°C) 35 45 55
Conc. Cellic Ctec2 3% 6% 9%
(Ctec) (v/im)
Fatorial Completo 22 (11)
Temperatura (°C) 25 35 45
Conc. Cellic Ctec2 6% 12% 18%

(Ctec) (v/im)

3.2.4 Obtencéo e caracterizagdo do hidrolisado

Apo6s determinadas as condicdes de sacarificacdo, foi realizado
um estudo cinético com o intuito de definir o tempo reacional.

Com os parametros definidos, a hidrélise enziméatica foi entdo
conduzida e o hidrolisado obtido foi filtrado em papel filtro, armazenado
em fracos ambar de 60 mL e congelados, aproximadamente -18 °C,
buscando preservar a0 méximo as caracteristicas originais das amostras.

O hidrolisado foi caracterizado em termos de concentra¢do de
glicose, pH e °Brix, conforme descrito no item 3.2.5.
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Para a determinacdo da quantidade tedrica de glicose produzida,
foram considerados os contedos de amido e celulose presentes na
biomassa que seriam transformados em glicose. Sabendo que as
moléculas de amido e celulose apresentam a mesma composicdo
quimica, através da estequiometria dessa conversao:

1 mol de glicose = 1 mol de H,O + 1 mol de amido ou celulose,
entdo:

180,16 g de glicose = 18 g de agua + 162,16 g de amido ou
celulose

Ou:

100 g de amido ou celulose teoricamente produzem 111,1 g de
glicose (BRINGHENT], 2004).

A partir do valor tedrico foi calculada a eficiéncia da hidrélise
pela Equagéo 5:

Valor real

Eficiéncia da Hidrdlise (%) = x 100 (5)

Valor teérico
3.2.5 Analises fisico-quimicas
3.2.5.1 Amido

O teor de amido de L. punctata foi medido usando um kit de
amido total (Megazyme Internacional Irlanda Co., Ltd., Wicklow,
Irlanda) de acordo com as instrucbes do fabricante, conforme
apresentado no Apéndice A. O método é baseado na conversdo de
amido em glicose pela combinagdo das enzimas o-amilase e
amiloglucosidase seguida pela quantificacdo de glicose usando técnica
colorimétrica (oxidase/peroxidase).

3.2.5.2 Celulose

O método utilizado foi o de Van Soest (1994), pela determinacéo
da fibra em detergente acido (FDA), onde a celulose, parte soltvel em
detergente &cido, pode ser obtida por diferenca de peso ap6s colada em
mufla a 500 °C.



58

3.2.5.3 Cinzas

As amostras foram incineradas até cor esbranquicada e cessar a
liberacdo de fumaca e, posteriormente, colocadas em mufla a 540 °C até
peso constante (AOAC, 2012).

3.2.5.4 Glicose

A concentracdo de glicose foi determinada segundo o método de
glicose oxidase por meio de kit (Glicose Liquiform, Labtest), conforme
descricdo no item 3.2.2.2.

3.2.5.5 pH

A determinacdo do pH foi realizada utilizando-se potenciémetro
(Analion - 2000), sendo utilizados tampdes de pH 4,0 e 7,0 para
calibracdo do equipamento antes das medi¢des. Apds calibracdo, a
medicdo do pH foi feita diretamente na amostra homogeneizada pela
imersdo do eletrodo na amostra (AOAC, 2012). Os resultados foram
expressos com duas casas decimais.

3.2.5.6 Proteina bruta

Foi determinado o teor de nitrogénio por destilagdo em aparelho
de Micro-Kjeldahl (AOAC, 2012), usando o fator 6,25 para conversao
para proteinas.

3.2.5.7 Solidos sollveis

O teor de s6lidos sollveis foi determinado com auxilio de um
refratdmetro digital (ATAGO, PAL-BY/RI), onde utilizou-se 3 gotas da
amostra homogeneizada. A leitura foi realizada diretamente na escala de
°Brix do equipamento (AOAC 2012).

3.2.5.8 Umidade
A umidade foi determinada em estufa & 105 °C, com verificacdes

em tempo determinados, até obtencdo de peso constante, segundo a
AOAC (2012). O resultado foi expresso em porcentagem.
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3.2.6 Enriquecimento em amido

Baseado em trabalhos de Xu et al. (2011), cujo teor de amido
obtido em Spirodela polyrhiza foi aumentado 64,9% através da simples
transferéncia da biomassa de uma solugdo rica em nutrientes para agua
limpa, foram realizados experimentos também com o intuito de se
enriquecer em amido a espécie estudada (Landoltia punctata). Esses
experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de
Efluentes Liquidos e Gasosos (LABEFLU) e do Laboratério de
Residuos Soélidos (LARESO), pertencente ao Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENS) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC).

O primeiro experimento foi realizado no més agosto de 2013,
utilizando 3 caixas d’4gua de vibra de vidro de 100 L. Com o auxilio de
um hidrémetro, foram colocados 30 L de 4gua de torneira em cada uma
das caixas. As lemnas foram retiradas do sistema de tratamento de
esgoto com o auxilio de uma peneira, lavadas em agua corrente e entdo
colocadas nas caixas, que foram acondicionadas em uma estufa
agrondmica por um periodo de 17 dias (Figura 10). Nesse periodo,
foram retiradas 5 amostras das caixas para analise de amido.

Um segundo experimento foi realizado em novembro de 2013,
sendo realizados dois tratamentos distintos, porém iniciados em
conjunto: um como o anterior, com a diferenca que as caixas foram
acondicionadas fora da estufa e as amostras retiradas de 3 em 3 dias
totalizando 9 dias de enriquecimento. O outro foi baseado em estudo
feito por Tao et al. (2013). Esse enriquecimento se deu em 52 potes
plasticos de 250 mL, contendo aproximadamente 50 mL de agua
destilada e 0,5 g de lemnas. Os potes foram acondicionados em sala
equipada com ar condicionado (£ 22 °C) e timer para controle do
fotoperiodo de 14/10 h ciclo luz/escuro com intensidade de luz de 13,2
umol/m 2/ s. Amotras foram retiradas diariamente em um periodo de 7
dias. O sistema montado pode ser visto na Figura 11.
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Figura 10 - Transferéncia de biomassa para primeiro experimento de
enriquecimento.

Um terceiro e ultimo enriquecimento foi realizado em janeiro de
2014 também em potes plasticos na mesma sala com ar condicionado (£
22 °C) utilizando o sistema de iluminacédo da Figura 11, com a diferenga
que o fotoperiodo utilizado foi de 16/8 h luz/escuro por 10 dias e que
foram utilizados um total de 60 potes: 30 potes com agua destilada e os
outros 30 com agua de torneira.

Figura 11 - Sistema de iluminagdo utilizado em experimento de enriquecimento
com fotoperiodo controlado.
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A biomassa enriquecida foi seca conforme descrito por
Mohedano (2010), em estufa a 55 °C durante 24 horas, triturada,
peneirada e analisada quanto ao teor de amido conforme apresentado no
Apéndice A.

3.2.7 Analise estatistica
Os efeitos estimados de cada variavel através do erro global entre

0s dados experimentais e as analises de variancia (ANOVA) foram
realizadas utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft Inc, USA).



62



63

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA MATERIA-PRIMA

As anélises para caracterizacdo da farinha de lemnas utilizada na
hidrélise estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Composicdo da farinha de lemnas em base seca.

Componente % (p/p)
Umidade 6,07 +£0,18
Amido 6,53 +0,21
Celulose 12,83 £ 0,05
Proteina Bruta 34,27 +0,11
Cinzas 10,54 + 0,16

A avaliagdo do teor de umidade da farinha de lemnas tem grande
importancia, em razdo da influéncia desse na conservagdo de suas
propriedades, tendo em vista que niveis maiores que 13% podem
proporcionar crescimento microbiano e deterioracdo em curto tempo.
Assim o valor de umidade obtido de 6,07 % encontra-se abaixo desse
limite mostrando ser favoravel a uma maior estabilidade do material.

O teor de amido encontrado foi de 6,53% (p/p base seca),
guantidade ainda maior que o obtido por Tao et al. (2013), que foi de
3,0% (p/p base seca), e bem menor do que os 24,59% (p/p base seca)
encontrados por Chen et al. (2012), ambos para a mesma espécie.

A quantidade de amido esta relacionada com as condi¢Bes de
crescimento, como afirma Reid e Bieleski (1970) apud Chen et al.
(2012), que em estudos indicaram que L. punctata pode ter um teor de 3
a 75%, demonstrando o potencial dessa espécie em acumular amido.

De modo geral, em condic¢des que otimizam o crescimento (rico
em nutrientes), a biomassa tem um percentual relativamente baixo de
amido, visto que para sua reproducdo a energia é adquirida por meio da
fotossintese, que é também necessaria para 0 armazenamento de amido,
fazendo com que o acimulo de amido concorra com o crescimento por
energia (XIAO et al., 2013). Assim, a baixa quantidade de amido
(6,53%) pode ser atribuida ao fato de terem sido cultivadas em efluente
domeéstico, rico em nutrientes.
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Uma vez que condigdes ideais de crescimento e acimulo séo
diferentes, uma etapa adicional seria necessaria para producdo de
biomassa com elevado contelido de amido, como a manipulacdo das
condicdes de seu cultivo (XU et al., 2011). Em aplicagdes praticas, a
escassez de nutrientes € atualmente o caminho economicamente mais
viavel de se promover o enriquecimento em grande escala (XU et al.,
2012).

Neste trabalho foram realizados experimentos em escala
laboratorial para acimulo de amido, cujos resultados sdo apresentados
no item 4.5. No entanto, devido a necessidade de uma grande quantidade
de matéria-prima para conducdo dos experimentos e ao tempo hébil, ndo
foi possivel trabalhar com a biomassa enriquecida.

A celulose apresentou valor médio de 12,83% (p/p base seca),
valor este proximo aos 13,31% (p/p base seca) encontrado por Chen et
al. (2012) também em L. punctata e em conformidade com Ge et al.
(2012), que afirmam que lemndaceas tém conteldos relativamente baixos
de celulose (aproximadamente 10% em peso seco) em comparagdo com
plantas terrestres (aproximadamente 50% em peso Seco) e que em seu
estudo com Lemna minor encontrou 9,4% (p/p base seca).

A semelhanga de outros componentes da biomassa, o teor de
celulose depende da espécie, sendo responsavel por dar a rigidez e
firmeza as plantas, permitindo-as ficar na posicdo vertical. No entanto,
essas plantas sdo aquaticas e pequenas, consideradas as menores plantas
vasculares do mundo, sendo entdo justificavel esse valor de celulose
encontrado (JOURNEY; SKILLICORN; SPIRA, 1993).

O valor de proteina bruta obtido foi de 34,27% (p/p base seca).
Sé&o encontrados diversos dados sobre o teor de proteina na biomassa de
lemnaceas, os quais variam entre 6,8 — 450% (LANDOLT;
KANDELER, 1987). Em estudo com L. punctata em dejeto suino no
Estado de Santa Catarina, Mohedano (2010) encontrou um teor de 35%
(p/p base seca), ja Chen et al. (2012) obtiveram 16,27% (p/p base seca)
em condicBes naturais de crescimento e Tao et al. (2013) encontraram
um valor 29,6% (p/p base seca) em solucdo nutritiva padrao.

Essas diferencas encontradas sdo decorrentes da disponibilidade
de nitrogénio no meio que, segundo Landolt e Kandeler (1987), é o
principal fator que afeta a producéo de proteina, pois este € utilizado na
formag&o de aminodacidos e consequentemente de proteinas, sendo entdo
esperado que em Aguas com maior quantidade de nitrogénio seja
também maior o teor de proteinas.
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Neste estudo, o elevado teor de proteinas (34,27%) foi associado
ao nivel relativamente baixo de amido (6,07%) o que corrobora com o
teor de proteina da biomassa de lemnaceas estar correlacionada
negativamente com o de amido (CUI et al., 2011; XU et al., 2011).
Segundo Ge et al. (2012), a fragdo proteica obtida em seu estudo com
Lemna minor (32,3% p/p base seca) constituiu uma fonte de nitrogénio
adequada para a fermentagdo, ndo havendo necessidade de
complementacdo com substancias nitrogenadas, o que poderia ajudar a
reduzir o custo total de producdo de etanol. Em todos os processos
industriais em que a levedura Saccharomyces cerevisiae participa 0s
meios de cultura devem conter necessariamente uma fonte de nitrogénio,
além de uma fonte de carbono, sais minerais e vitaminas (COOPER,
1994).

O teor de cinzas determina o contelido de elementos minerais
presente na amostra. Foi encontrado um teor de 10,54% (p/p base seca),
valor esse superior ao encontrado por Chen et al. (2012) que foi de
3,48% (p/p base seca). Segundo Ge et al. (2012) um elevado teor de
cinzas indica uma excelente capacidade de recupera¢do mineral do
meio, que em seu estudo com Lemna minor obteve 17,7% (p/p base
seca). Essa diferenca deve-se as particularidades entre as espécies e a
disponibilidade desses nutrientes no ambiente aquatico. Khan, Steingass
e Drochner (2002) relataram quantidades elevadas de Ca, P, Na, K, Fe,
Mn, Mg, Cu e Zn nos tecidos dessas plantas.

4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

Para fins de comparacdo dos valores das atividades enzimaticas,
foi feita a analise das atividades das enzimas responsaveis pela hidrolise
do amido, a-amilase (Termamyl 2X) e amiloglucosidade (Spirizyme
Fuel), e da celulase (Cellic Ctec2).

As determinacdes dessas atividades foram realizadas conforme
item 3.2.2, sendo que a diferenca entre a atividade 1 e 2 estdo nos
valores de pH e temperatura, ja que para a atividade 1 foram utilizados
os da referida metodologia e para a atividade 2 foram utilizadas o da
condicdo definida para hidrélise, sendo que para a a-amilase foi pH 6,0
e temperatura de 95 °C, e para a amiloglucosidase e celulase foi também
pH 6,0 e temperatura de 45 °C. Os resultados obtidos estéo apresentados
na Tabela 8.
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Tabela 8 - Atividade enzimatica da a-amilase, amiloglucosidade e celulase.
Atividade (U/mL) a-amilase* Amiloglucosidase* Celulase*

Atividade 1 824,56 + 617,21 + 4431
6,932 7,282 5,072

Atividade 2 819,23 + 590,53 + 38,53 +
6,10° 6,642 2,22°

U= unidade de atividade enzimética
*Letras iguais nas colunas significam que as amostras ndo diferem
significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Apesar das tentativas de padronizacdo internacional, a atividade
enzimatica é especifica de cada fabricante. As enzimas também possuem
diferentes exigéncias quanto a temperaturas e pH, dificultando a
comparacdo das atividades a partir das fichas técnicas dos produtos e
com dados de outros estudos. Além disso, a variedade de metodologias e
adaptacdes elevam o grau de dificuldade de comparacéo dos resultados.

Os valores das atividades obtidas, apresentados na Tabela 8, ndo
apresentaram diferenga significativa (p=>0,05) pelo teste de Tukey,
guando comparadas com as condi¢cGes de processo definidas para a
hidrélise. Esse fato é de suma importancia principalmente para a
sacarificacdo, onde a amiloglucosidase e a celulase, com condicdes
oOtimas distintas, foram adicionadas em uma Unica etapa. Assim, o pH e
a temperatura utilizadas ndo tiveram influéncia negativa sobre a
atividade das enzimas mesmo trabalhando fora de suas condicGes
otimas, como € o caso principalmente da amiloglucosidase.

4.3 HIDROLISE ENZIMATICA

A relacéo utilizada de lemnas (g) por volume de tampéo (mL) foi
estabelecida através de teste nas proporcdes de 1:25, 1:50 e 1:100, visto
que na concentracdo de 1:10 foi observado dificuldade de agitacdo do
meio.

O teste foi realizado em frascos Enlermeyer de 500 mL por 2
horas para observacdo da agitacdo do meio e a melhor relacdo
encontrada foi de 1:25, visto que em proporcdo maior de biomassa o
banho-maria utilizado ndo realizava uma boa agitacdo e
homogeneizacdo e em propor¢cdes menores a concentracdo de glicose
obtida diminuia.
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A fim de definir o tempo de reacdo a ser utilizada nos
planejamentos experimentais para a etapa de sacarificagdo, foi realizada
uma cinética prévia durante 24 horas, apés etapa de liquefagdo, que foi
definido como tempo 0. As condic¢des de sacarificacdo foram fixadas no
ponto central do planejamento Placket-Burman (Tabela 6). As mostras
destrutivas para se determinar a concentracdo de glicose foram retiradas
em 0, 0,5, 1, 1,5, 2 horas e a partir dai retiradas a cada 2 horas até um
total de 24 horas (Figura 12).

Figura 12 - Cinética prévia para determinacéo do tempo de sacarificagdo.
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Os resultados obtidos nessas condigdes mostraram que a
concentracdo de glicose aumentou significativamente até as 2 horas
(6,05 g¢/L), apresentando depois uma tendéncia a estabilizar, obtendo ao
final do experimento, com 24 horas, uma concentracdo de 6,78 g/L
(aumento de 12%), sendo entdo o tempo de reacdo de 2 horas definido
com o tempo de reacdo de sacarificacdo e utilizado como fixo nas etapas
seguintes.

Com essas condicBes definidas, um planejamento experimental
do tipo Plackett-Burman, com 12 ensaios e triplicata no ponto central,
foi realizado para a etapa de sacarificacdo com o intuito de avaliar o
efeito do pH, temperatura e concentracdo das enzimas Spirizyme Fuel
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(amilo), Pectinex Ultra AFP (pect), Cellic CTec2 (Ctec) e Cellic Htec2
(Htec) sobre a concentracdo de glicose. A etapa de liquefacdo, com a-
amilase 0,2% (v/m, em relagdo a biomassa), pH 6,0, temperatura de 95
°C e tempo de 2 horas, agitacdo e tempo de sacarificacdo (150 rpm e 2
horas, respectivamente), foram mantidos constantes em todos o0s
experimentos. A Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento de
experimentos com os valores reais e codificados e as respostas em
termos de concentracdo de glicose.

A partir da Tabela 9 pode-se verificar que valores maiores de
concentracBes de glicose foram obtidos nos ensaios 8 (6,17 g/L), 9 (5,85
g/L), 10 (5,84 g/L) e no ponto central do planejamento (ensaios 13, 14 e
15) com um valor médio de concentracdo de glicose de 5,89 g/L + 0,25,
sendo que nos trés primeiros ensaios citados o ponto em comum foi a
utilizacdo da menor temperatura (45 °C) e a maior concentracdo da
enzima Cellic Ctec2 (6%).

Tabela 9 - Matriz do planejamento de experimentos Plackett-Burman (valores
reais e codificados) com resposta em termos de concentracéo de glicose.

Ens pH Temp Amilo Pect Ctec Htec  Glic
(°C)  (%%vim) (%vim) (%vim) (%ovim) (g/L)

60(1) 45(1) 03(1) 0(1) 0(1) O0(1) 292
60(1) 65(1) 01(1) 01(1) O0(1) 0(1) 295
30(1) 65(1) 03() O0(l) 6(1) O0(l) 516
60(1) 45(-1) 03(1) 01(1) O0(1) 05(1) 3,83
60(1) 65(1) O01(1) 01(1) 6(1) O0(1) 429
60(1) 65(1) 03(1) O0(1l) 6(1) 05(1) 455
30(1) 65(1) 03(1) 01() O0(l) 05(1) 312
30(-1) 45(-1) 03(1) 01(1) 6() 0(1) 617
30(-1) 45(-1) 01(1) 01(1) 6(1) 05(1) 585
10 60(1) 45(-1) 01(1) O0(l) 6(1) 05(1) 584
11 30(1) 65(1) 01(1) O0(1) 0(1) 05(1) 331
12 30(-1) 45(-1) 01(1) O0(1) 0(1) 0(1) 349
13 45(0) 55(0) 02(0) 005(0) 3(0) 025(0) 6,06
14 45(0) 55(0) 02(0) 005(0) 3(0) 025(0) 5,60
15 45(0) 55(0) 02(0) 005(0) 3(0) 025(0) 6,00

©Coo~No o~ wNBE

Os dados apresentados na Tabela 9 foram tratados
estatisticamente e os principais efeitos das variaveis sdo apresentados no
Diagrama de Pareto (Figura 13), onde se pode observar que a
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concentracdo de Cellic Ctec2 e a temperatura apresentaram efeito
significativo (p<0,1) sobre a concentracdo de glicose. O efeito da Ctec
(% v/m) mostrou-se positivo indicando que a elevagdo desse nivel
proporciona aumento da liberacdo de glicose. Ja o efeito da variavel
temperatura (°C) foi negativo, assim a sua diminuicdo favorece a
elevacdo de glicose.

Figura 13 - Diagrama de Pareto mostrando o efeito das varidveis na
concentracdo de glicose (p<0,1).
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De acordo com a Figura 13, o pH, a concentracdo de Spirizyme
Fuel (amilo), Pectinex Ultra AFP (pect) e Cellic Htec2 (Htec) nédo
apresentaram efeito significativo sobre a producéo de glicose. Assim, a
concentracdo minima (0,1% v/m) de Spirizyme Fuel (amilo) foi
utilizada como fixa na hidrdlise em conjunto com a Termamyl 2X (a-
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amilase), utilizada na etapa de liquefacdo, por serem as responsaveis
pela hidrdlise do amido. Esses resultados podem ser considerados
relevantes, principalmente quando ndo demonstrada a necessidade de
utilizacdo de todas as enzimas estudadas, o que tornariam o processo
mais oneroso. Além disso, o processo pode ser facilitado e ter seu custo
diminuido pela ndo necessidade de corre¢cdo do pH, possibilitando
trabalhar com um pH Unico em toda a reacéo.

As enzimas complementares estudadas, Pectinex Ultra AFP e
Cellic Htec2, foram utilizadas como alternativa para aumentar a
producdo de glicose. As pectinases tém sido empregadas como auxiliar
na hidrdlise do amido por agir sobre a rede fibrosa da parede celular,
gue mantém seus granulos presos, de forma a expor e liberar o amido
(UENOJO; PASTORE, 2007). A Cellic Htec2 (hemicelulase) foi
utilizada em conjunto com a Cellic Ctec2 por poder melhorar a hidrdlise
de celulose quando combinadas (NOVOZYMES, 2010).

Chen et al. (2012) utilizaram pectinase como auxiliar na hidrélise
do amido (associada a a-amilase e amiloglucosidase), visando aumentar
a liberacdo de glicose e assim melhorar a producdo de etanol a partir de
L. punctata. As condicBes (dose de pectinase, temperatura e tempo)
foram otimizadas e, em experimento de validagdo, um aumento de 142%
na producdo de glicose foi obtido em comparacdo com 0s que nédo
utilizaram a enzima, sendo ainda observado alteracGes ultra-estruturais
de aumento de porosidade na rede fibrosa que envolvia os granulos de
amido. No trabalho em questdo, o amido era o principal polissacarideo
na matéria-prima, (24,59% em base seca) quantidade bem maior que a
obtida nesse estudo (6,53% em base seca), 0 que pode justificar a ndo
necessidade do seu uso.

Em estudo realizado por Ge et al. (2012), a hidrélise enzimatica
de ambas as fragcdes de amido (10,3% p/p base seca) e celulose (9,4%
p/p base seca) de Lemna minor foram investigadas e foi detectada a falta
de lignina e a deficiéncia em hemicelulose, e obteve-se
aproximadamente 10 g/L de glicose liberadas a partir dessas fracdes.
Para Landoltia punctata, a mesma espécie utilizada neste estudo, uma
pequena quantidade de lignina (5,55% base seca) foi encontrada (CHEN
et al., 2012). Esses fatos corroboram com o efeito da Cellic Ctec2, sem a
necessidade da Cellic Hetc2, por tornar a biomassa menos recalcitrante a
sacarificagdo, possibilitando & hidrolise da celulose mesmo sem pré-
tratamento.
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Apds a determinacdo das varidveis significativas realizou-se um
planejamento fatorial 22, com 4 experimentos e triplicata no ponto
central, a fim de verificar a influéncia das variaveis concentracdo de
Cellic Ctec2 e temperatura sobre a producdo de glicose. A concentragdo
de amiloglucosidase (0,1% v/m), o pH (6,0) e o tempo de 2 horas foram
mantidos constantes. A Tabela 10 apresenta a matriz desse planejamento
de experimentos.

Tabela 10 - Matriz do planejamento de experimentos fatorial (valores reais e
codificados) com resposta em termos de concentragdo de glicose.
Ensaio Temperatura Concentracdo Glicose

(°C) Ctec (% v/im)  (g/L)
1 35 (-1) 3(1) 3,47
2 55 (1) 3(-1) 4,80
3 35 (-1) 9(1) 5,32
4 55 (1) 9 (1) 5,33
5 45 (0) 6 (0) 5,72
6 45 (0) 6 (0) 5,74
7 45 (0) 6 (0) 5,89

De acordo com a Tabela 10, as concentragdes de glicose mais
elevadas foram obtidas no ponto central do planejamento, ensaios 5, 6 e
7, tendo valor médio de glicose de 5,78 g/L + 0,06, com valores
proximos aos encontrados no 3 (5,32 g/L) e no 4 (5,33 g/L). Esses
maiores valores de concentragdo de glicose no ponto central podem ser
atribuidos a temperatura empregada (45 °C), que é 6tima para a enzima,
e 0s ensaios 3 e 4 a maior quantidade de enzima utilizada. Os resultados
da Tabela 10, foram tratados estatisticamente e apresentados na Figura
14.

O diagrama é uma forma de se avaliar visualmente a influéncia
dos fatores estudados na resposta. Observando a Figura 13, a
temperatura, a concentracéo de Cellic Ctec2, com niveis de 35, 45 e 55
°C e 3, 6 e 9% (v/m), respectivamente, ndo apresentaram efeito
significativo (p<0,1) sobre a concentracdo de glicose. Esse fato pode ser
atribuido principalmente as temperaturas utilizadas serem préximas a
otima da enzima (45-50°C), que foi utilizada como ponto central do
planejamento, fazendo com que nesses niveis de enzima desempenhos
semelhantes fossem obtidos.
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Figura 14 - Diagrama de Pareto mostrando o efeito da temperatura e da
concentragdo de Cellic Ctec2 na producdo de glicose (p<0,1). Os dados
experimentais estdo indicados na Tabela 10.
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Desse modo, um novo planejamento, também fatorial 22 com 4
experimentos e ftriplicata no ponto central, foi realizado. Os niveis
utilizados foram definidos procurando utilizar valores diferentes dos
utilizados no anterior e baseados no planejamento tipo Plackett-Burman,
onde através do Diagrama de Pareto (Figura 12) a Ctec mostrou ter
efeito positivo indicando que a elevagdo dos seus niveis proporcionaria
aumento da liberacdo de glicose e a temperatura com efeito negativo de
forma inversa. Assim, nesse novo experimento, a concentracdo minima
de enzima (6% v/m) foi a méaxima utilizada no Plackett-Burman. A
temperatura (45 °C) que havia sido a minima do Plackett-Burmann aqui
foi utilizada como maxima, levando em conta que nos planejamentos
anteriores esteve associada as maiores concentrag@es de glicose obtidas.

A Tabela 11 apresenta a matriz desse planejamento de
experimentos com valores reais e codificados e a resposta em
concentracao de glicose. Foram mantidos fixos, assim como no anterior,
0 tempo de reacdo (2 horas), concentracdo de amiloglucosidase (0,1%
v/m) e pH (6,0).
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Tabela 11 - Matriz do segundo planejamento de experimentos fatorial
(valores reais e codificados) com as respostas em termos de
concentragdo de glicose.

Ensaio Temperatura Concentragdo Glicose

(°C) Ctec (%0 vim) (g/L)
1 25 (-1) 6 (-1) 2,89
2 45 (1) 6 (-1) 5,75
3 25 (-1) 18 (1) 5,26
4 45 (1) 18 (1) 6,17
5 35 (0) 12 (0) 6,23
6 35 (0) 12 (0) 6,09
7 35 (0) 12 (0) 6,28

Pela Tabela 11, pode-se verificar que as maiores quantidades de
glicose liberadas foram no ponto central do planejamento (ensaios 5, 6 e
7), com um valor médio de 6,20 g/L + 0,10, valor similar ao obtido no
ensaio 4 (6,17 g/L), seguido do ensaio 2 (5,75 g/L), onde nesses Ultimos
a temperatura empregada foi de 45 °C. Os resultados da Tabela 11,
foram tratados estatisticamente e a Figura 15 demonstra os efeitos das
variaveis sobre a concentracdo de glicose.

Observando a Figura 15, mesmo com as mudancas de niveis, ndo
houve efeito significativo (p<0,1) da temperatura e concentragdo de
Cellic Ctec2 sobre a producéo de glicose
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Figura 15 - Diagrama de Pareto mostrando o efeito das varidveis temperatura e
concentracdo de Cellic Ctec2 sobre a produgdo de glicose (p<0,1) com os dados
experimentais da Tabela 11.

(1)[Ctec]

&T(°C) ¢

Valor Estimado (Valor Absoluto)

Em todos os experimentos utilizados, uma faixa de temperatura
de 25 a 65 °C e de concentracdo de Ctec de 0 a 18% foram utilizadas.
No planejamento tipo Plackett-Burman, onde essas variaveis foram
selecionadas, o efeito da temperatura mostrou-se negativo, indicando
assim que a diminuicdo do seu nivel favorecia a liberagdo de glicose, €
gue a concentracdo de Cellic Ctec2, com efeito positivo, tivesse seus
niveis aumentados. Esses resultados tornam-se justificaveis pela menor
temperatura utilizada (45 °C) ser 6tima para a enzima e sua maior
concentracdo favorecer o aumento da concentragdo do produto. Essas
premissas foram entdo utilizadas em dois planejamentos fatoriais, e no
entanto, ndo foi possivel se identificar o efeito significativo dessas
variaveis sobre a producéo de glicose.

Esses resultados indicam que a enzima pode funcionar de forma
eficiente mesmo ndo estando em suas condicOes ideais de temperatura



75

(45-50 °C) e pH (5,0-5,5), visto que pelos planejamentos fatoriais, fora
dessas condi¢Oes, o desempenho das enzimas foi semelhante, ndo sendo
possivel diferencia-los estatisticamente (p<0,1), o que é muito vantajoso
do ponto de vista de processo, por ter maior flexibilidade operacional.

Devido ao fato de ndo ter sido possivel se obter uma condigéo
otimizada de hidrolise e procurando se obter condi¢Ges de sacarificacéo,
a temperatura de sacarificacdo foi fixada em 45 °C, por ser a temperatura
6tima da enzima Cellic Ctec2 que demonstrou ter efeito significativo
(p<0,1) sobre a produgdo de glicose, no planejamento tipo Plackett-
Burman. Além disso, nos planejamentos fatoriais essa temperatura estar
associada aos maiores valores de glicose obtidos.

Com isso, foram realizados experimentos em triplicata com
quatro diferentes concentracdes de Cellic Ctec (2, 6, 18 e 30%) baseados
em dosagens sugeridas na ficha da enzima (NOVOZYMES, 2010).
Foram mantidas constantes a temperatura (45 °C), pH (6,0),
concentracdo de amiloglucosidase (0,1% v/m) e agitagdo (150 rpm) por
um tempo de 2 horas. Os valores médios de glicose podem ser vistos na
Tabela 12.

Tabela 12 - Efeito das diferentes concentragdes de Cellic Ctec2 sobre a
concentracdo de glicose.

Ctec (% v/im) Glicose (g/L)*
2 4,760,172
6 5,95+0,09°
18 6,24 £ 0,08 °
30 6,84+0,20°¢

*Letras iguais nas colunas significam que as amostras ndo diferem
significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Pela Tabela 12, como esperado, 0 aumento da concentragdo de
enzima provocou 0 aumento também de glicose, tendo o menor valor
obtido com 2% de Ctec (4,76 g/L) e o maior com 30% de Ctec (6,84
g/L). Os experimentos a 6 e 18% de Ctec (595 e 6,24 g¢/L,
respectivamente) ndo diferiram significativamente entre si, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia. Comparando os experimentos
com 2% (4,76 g/L) e 6% de Ctec (5,95 g/L), houve um incremento de
25% sobre o valor de glicose, e 0os com 6% e 30% (6,84 g/L) de Ctec,
houve um incremento de 15%, no entanto uma quantidade de enzima 5
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vezez maior foi utilizada, o que aumentaria consideravelmente o custo
de producdo. Assim, a concentracdo de Cellic Ctec foi definida em 6%.

Desse modo, as condi¢bes de sacarificacdo definidas foram:
temperatura de 45° C, pH 6,0, concentracdo de 0,1% (v/m) de Spirizyme
Fuel, concentracéo de 6% de Cellic Ctec2 e agitacdo de 150 rpm.

Com essa definicdo, foi entdo realizada uma cinética final para
determinar o tempo de sacarificacdo, mantendo-se fixas as condi¢des
descritas acima. Amostras destrutivas foram retiradas no tempo 0, 0,5,

1, 1,5, 2 horas, e depois de hora em hora até um total de 10 horas. Os
resultados podem ser vistos na Figura 16.

Figura 16 - Cinética final para determinacéo do tempo de sacarificacéo.
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De acordo com a Figura 16, até o tempo de 2 horas foi observado
um aumento significativo da concentragéo de glicose, com valor de 6,01
g/L. A partir desse ponto os resultados tiveram um incremento médio de
2,4% entre os pontos de 3 a 7 horas, com 6,15 e 6,76 g/L
respectivamente, e a partir dai o conteudo de glicose foram préximos,
sendo obtido com 10 horas 6,90 g/L de glicose. Devido aos incrementos
a partir das 2 horas terem sido pequenos e um menor tempo de processo
ser desejavel economicamente, o tempo de 2 horas foi definido como o
tempo de reacdo de sacarificacéo.
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Entdo, de forma a sintetizar, as condicBes de hidrolise definidas
foram:
. Liquefacdo: temperatura de 95 °C, pH 6,0, concentracdo de
0,2% (v/m) de Termamyl 2x (a-amilase), velocidade de agitacdo de 150
rpm e tempo de 2 horas. Etapa essa mantida fixa em todos os
experimentos.
. Sacarificacdo: temperatura de 45 °C, pH 6,0, concentracdo de
0,1% (v/m) de Spirizyme Fuel (amilo) e concentragdo de 6% de Cellic
Ctec2, agitacdo de 150 rpm e tempo de 2 horas. Etapa essa que foi
investigada neste trabalho.

44 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO
HIDROLISADO

Com as condicdes de hidrdlise definidas, foi produzido o
hidrolisado, em trés repeticGes, e as andlises fisico-quimicas para sua
caracterizacdo em triplicata. Os resultados médios estdo apresentados na
Tabela 13.

Tabela 13 - Valores médios para os parametros glicose, pH e sélidos solUveis
do hidrolisado.

Parametros Resultados
Glicose (g/L) 6,02 + 0,20

pH 5,94 + 0,005

Sélidos sollveis (°Brix) 3,57 £ 0,06

A concentracdo de glicose obtida (6,02 g/L), foi bem préximo ao
obtido no estudo cinético de determinacdo do tempo de sacarificacdo,
que em 2 horas obteve-se 6,01 g/L, confirmando essa concentracdo
encontrada.

Considerando que a biomassa apresentava 6,53% de amido e
12,83% de celulose, uma suspensdo de 2 g biomassa em 50 mL de
tampdo, contendo somados 0,39 g de amido e celulose, produziria 0,43 ¢
de glicose. Esse é o valor tedrico obtido pelas relagdes estequiométricas
apresentadas no item 3.2.4. No entanto, o valor real obtido foi de 0,30 g
de glicose, obtendo assim (pela Equagéo 5) uma eficiéncia de hidrdlise
de 69,77%.
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Ge et al. (2012) também hidrolisaram as fra¢cdes de amido (10,3%
base seca) e celulose (9,4% base seca) de Lemna minor e obteve
aproximadamente 10 g/L de glicose, representando 96,2% do total de
glicose que podia ser liberado, uma quantidade bem maior que o obtido
nesse estudo.

Essa menor concentragdo de glicose obtida pode ser atribuida as
condi¢des definidas para a hidrolise ndo serem as otimizadas, onde se
obteria valores maximizados de glicose, ou a uma menor conversdo da
fracdo de celulose em glicose, que é de mais dificil hidrélise enzimatica.
Em seu estudo, Ge et al. (2012), ndo detectaram lignina e hemicelulose
em sua biomassa, o que facilita a degradagdo da celulose e explica a
quantidade de glicose liberada (96,2% do total). Sendo necessarios
estudos adicionais de otimizacdo de hidrolise para que uma maior
eficiéncia seja alcancada.

O pH (5,94) manteve-se praticamente inalterado durante a
hidrélise enzimatica, mostrando que o tampdo utilizado para o ajuste do
pH em 6,0, no inicio do processo, foi eficiente.

O teor de s6lidos soliveis encontrado foi 3,57 °Brix, valor este
gue era esperado ser baixo pois a maior parte dos sélidos sollveis sdo
acucares e uma concentragdo baixa de glicose foi obtida. A anélise de
solidos sollveis possibilita o preparo do produto a ser fermentado,
ajustando a quantidade de substrato presente no mosto as condigdes de
fermentac&o.

4.5 ENRIQUECIMENTO EM AMIDO

Como sugerido por Xu et al. (2012) o conteldo de amido em
lemnéaceas, pode ser elevado pela transferéncia da biomassa de uma agua
rica em nutrientes para agua limpa. O primeiro experimento foi
realizado em trés caixas d’agua, capacidade de 100 L, com 30 L de agua
de torneira cada, que foram acondicionadas em estufa por 17 dias. O
resultado obtido nesta etapa é apresentado na Figura 17.
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Figura 17 - Teor de amido em fungao do tempo ap6s transferéncia das lemnas
para 4gua sem nutrientes.
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De acordo com Xu et al. (2012), a escassez de nutrientes é
atualmente o meio mais economicamente vidvel para enriquecer
lemnaceas em amido em grande escala, por ser reconhecido que a
deficiéncia de nitrogénio tem um efeito de retardamento no seu
crescimento vegetativo, 0 que consequentemente pode provocar
acumulo de amido.

A biomassa colhida tinha inicialmente 14,45% (p/p base seca) de
amido e ao contrério do esperado ndo houve acumulo, sendo que no
terceiro dia esse valor caiu para 9,41% (p/p base seca) e no sexto dia foi
obtido o maior valor (11,45% p/p base seca), durante o experimento. No
entanto, ndo foi superior ao conteddo inicial.

Em estudo de enriquecimento com Spirodela oligorrhiza
realizado por Xu et al. (2011), a biomassa crescida em efluentes da
suinocultura (18,8% de amido, base seca) foi transferida para dgua limpa
e apos 8 dias foi obtido 29,8% (base seca) de amido. Segundo os
autores, a temperatura da agua durante o periodo de acumulacdo de
amido, maior e menor foram, respectivamente, 24,2 e 14,8 °C.
Diminuiram 3,6 e 7,4 °C, respectivamente, em comparagao com aqueles
durante o periodo de producdo de biomassa, respectivamente, sendo essa
diminuicdo na temperatura favoravel ao enriquecimento.

Durante a realizacdo do experimento, que ocorreu no més de
agosto, a temperatura minima da agua registrada foi 18 °C e a maxima
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28 °C. No entanto, dentro da estufa onde as caixas foram
acondicionadas, a temperatura maxima chegou a 43 °C, sendo atribuida,
principalmente, a alta temperatura o prejuizo ao enriquecimento.
Embora as menores temperaturas possam afetar negativamente a
producdo de biomassa, ela favoreceria o acimulo de amido por reduzir a
respiracdo das plantas a noite quando o consumo de amido é substancial
(XU et al., 2011).

Com isso, um segundo experimento foi realizado com a caixa
com &gua de torneira fora da estufa por 9 dias e um, em conjunto,
baseado no estudo de Tao et al. (2013), pela transferéncia da biomassa
para dgua destilada, sendo essa acondicionada em sala equipada com
iluminacdo de fotoperiodo de 14/10 h ciclo luz/escuro, intensidade de
luz de 13,2 umol/m ?/s, e ar condicionado com temperatura em torno de
22 °C por 7 dias. A Figura 18 apresenta os resultados obtidos.

A biomassa utilizada em ambos 0s experimentos continham a
mesma quantidade inicial de amido (7,62% p/p base seca).

Figura 18 - Teor de amido em fungdo do tempo em experimentos de
escassez de nutrientes.
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A exemplo do ocorrido no experimento anterior, ndo houve
enriquecimento em amido nas caixas d’agua com dgua de torneira. Esses
experimentos foram conduzidos em novembro e temperaturas altas da
agua e similares ao experimento anterior foram observadas, mesmo com
as caixas fora da estufa, com méxima de 28 °C e a minima de 22 °C,
sendo a minima 4 °C maior que a do primeiro experimento. Assim, ao
invés de acimulo de amido houve o seu consumo, provavelmente pelo
aumento da respiracdo provocado por essas maiores temperaturas. Além
disso, uma quantidade inferior de amido inicial, quase a metade do
anterior, foi encontrada inicialmente. Essa quantidade também pode ser
associada a temperatura, pois no més de agosto as temperaturas foram
mais amenas que no més de novembro, sendo entdo esperado um maior
teor de amido. As altas temperaturas relatadas no primeiro experimento
aconteceram dentro da estufa, onde a biomassa para enriquecimento foi
acondicionada, e o cultivo das lemnas foi realizada ao ar livre.

No experimento com agua destilada, onde as lemnaceas foram
acondicionadas em sala com ar condicionado e fotoperiodo de 14/10 h
(luz/escuro), ja no terceiro dia de enriquecimento a biomassa atingiu seu
valor maximo (22,01% p/p base seca), um aumento de 188,84%. Tao et
al., (2013) também estudaram o acumulo de amido também em
Landoltia punctata em 4&gua destilada, onde a biomassa continha
inicialmente 3,0% (p/p base seca) de amido e em 24h de escassez de
nutriente a quantidade foi de 18,3% (p/p base seca) chegando a 45,8%
(p/p base seca) em 7 dias sob fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro).
Segundo esses autores, em supressdo dos nutrientes essenciais, a planta
redirecionou o fluxo metabolico para fixacdo de dioxido de carbono na
forma de amido, resultando em seu acumulo. Essa maior quantidade de
amido encontrada pode ser atribuida ao maior fotoperiodo utilizado e
maior intensidade de luz (130 umol/m?/s) que favorece a fotossintese,
além das temperaturas mais amenas de 25 °C/15 °C (dia/noite) que
diminui a respiracdo da planta e assim o consumo de amido acumulado
na fotossintese.

O acumulo de carboidratos, como o amido, é uma das estratégias
gue permitem & espécie sobreviver em condi¢cdes adversas que ocorrem
em seu ambiente natural, possibilitando-a um maior arranque de
crescimento apds estresse (LIMA, 1996 apud QUITERIO, ALMEIDA e
FILHO, 2009).

Para verificar se a agua destilada foi determinante para o acimulo
de amido, foi realizado em janeiro, simultaneamente, um terceiro e
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Gltimo experimento em agua destilada e em agua de torneira (Figura 19).
O estudo foi realizado na mesma condi¢cdo do experimento em &gua
destilada anterior, sendo aumentado o fotoperiodo (16/8 h luz/escuro).

Figura 19 - Acimulo de amido em biomassa transferida para agua de torneira e
para agua destilada.

Amido (%)
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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AT = agua de torneira;
AD = agua destilada.

Conforme apresentado na Figura 19, a biomassa continha
inicialmente 2,71% (p/p base seca) de amido, a menor quantidade de
amido obtida neste estudo, que coincidiu com a época mais quente, em
comparagao com os meses de agosto e hovembro. Os maiores valores de
amido obtidos foram: para 4gua de torneira 13,68% (p/p base seca), em
5 dias, e para a agua destilada 15,73% (p/p base seca), em 6 dias. A
pequena diferenca obtida demonstrou que a agua destilada ndo foi o
fator isolado determinante para o acimulo de amido. O que é de grande
vantagem, visto que seu custo é bem maior. Além disso, a agua de
torneira apresentou seu maior valor em um menor intervalo de tempo.
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Segundo Xiao et al. (2013), as temperaturas baixas levam a
reducdo do crescimento da biomassa e favorecem o acimulo de amido,
fato esse observado nesse experimento, ja que a biomassa era mantida
em sala refrigerada a + 22°C. De acordo com esses autores, a energia
necessaria para 0 armazenamento de amido é adquirida a partir da
fotossintese, de modo que a acumulagdo de amido concorre com 0
crescimento por essa energia. Assim, pode-se obter lemnéaceas com
guantidade maior de amido suprimindo o crescimento da planta por
qualquer meio que tenha pouco efeito sobre a sua fotossintese, como a
privacdo de nutrientes.

Além do fator temperatura, o maior fotoperiodo utilizado (16/8 h
ciclo luz/escuro) mostrou ter influéncia positiva sobre o acumulo, ja que
a fotossintese pode ser melhorada aumentando a disponibilidade de luz
(XU et al., 2012). Fato este que corrobora com o aumento de amido ter
sido maior nesse experimento (cerca de 5 vezes o valor inicial) do que o
anterior (cerca de 3 vezes o valor inicial).

Em seu estudo com &gua destilada, Tao et al. (2013) obtiverem
em 7 dias de enriquecimento 45,8% de amido (p/p base seca), valor este
aproximadamente 3 vezes maior ao encontrado neste trabalho (15,73%
p/p base seca), em 6 dias. Esse menor valor de amido deve-se a menor
intensidade de luz utilizada nesse experimento (13,2 umol/m 2/s) quando
comparada ao utilizado por Tao et al. (2013), que foi de 130 pmol/m ?/s,
pois ao aumentar a intensidade luminosa a fotossintese também aumenta
e sob a condigéo de escassez de nutriente acumula amido.

Como evidenciado, a acumulacdo de amido apds a producdo das
lemnas se faz necessario, ja que condicbes ideais de crescimento
normalmente ndo resultam em elevado teor de amido e a maior
guantidade de amido ser um dos critérios mais importantes para
determinar o potencial dessas plantas como matéria-prima para a
producdo de etanol. Estudos adicionais sobre os fatores que podem
maximizar o conteido de amido em grande escala e que ndo gere custos
elevados que venham a tirar sua competitividade sdo necessarios.
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5 CONCLUSOES

A caracterizagdo da biomassa mostrou o conteldo de amido
(6,53%), sendo esse baixo teor devido aos nutrientes do efluente
utilizado para sua producdo, que favorecem seu crescimento e
desfavorecem o acumulo de amido.

Com o auxilio de planejamentos experimentais foram definidas as
condicbes de sacarificacdo em pH 6,0, temperatura de 45 °C,
concentracdo de Spirizyme Fuel e Cellic Ctec2 em 0,1 e 6% (v/m),
respectivamente. O tempo de reacéo foi determinado cineticamente em 2
horas, onde o hidrolisado obtido nessas condicfes apresentou pH de
5,94, concentracdo de glicose de 6,02 g/L e 3,52 °Brix.

Um aumento consideravel no contetido de amido (5 vezes o seu
valor inicial) foi observado em Landoltia punctata em experimento de
enriquecimento pela privacdo de nutrientes. Sendo assim, uma etapa de
enriquecimento apés sua producdo faz-se necesséria, visto que suas
condi¢des de crescimento sdo diferentes das necesséria para se obter
uma maior quantidade de amido.

As fracOes de amido e celulose da biomassa mostraram-se ser de
facil hidrolise enzimatica, que associada ao fato de crescerem em
superficies de aguas residuais, ndo competindo assim com terras
produtiveis e nem com alimentos, tornam-se uma matéria-prima
potencial para produgéo de etanol.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo como base os resultados obtidos e com o intuito de dar
continuidade e complementar o estudo realizado, apresenta-se as
seguintes sugestdes para trabalhos futuros:

- Avaliar outros niveis que ndo utilizados nos planejamentos de
experimentos a fim de se obter uma condicéo otimizada;

- Estudar os efeitos de variaveis que tém influéncia no acimulo de
amido para se obter uma biomassa com maiores teores;

- Realizar o enriquecimento em amido em maior escala para se realizar o
estudo com biomassa enriquecida;

- Estudar o processo fermentativo para avaliar o rendimento de etanol
produzido.
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8 APENDICE A — ANALISE DE AMIDO

Neste apéndice é apresentado o método de determinacdo de
amido utilizando um kit de amido total (Megazyme Internacional
Irlanda Co., Ltd., Wicklow, Irlanda) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Reagentes

o Kit de amido Megazyme, que contém: frasco 1 com a-amilase
termoestavel (10 mL), frasco 2 com amiloglucosidade (10 mL), frasco 3
com reagente para tampdo GOPOD (48 mL pH 7,4), frasco 4 com
enzimas reagentes GOPOD. (glicoseoxidase mais peroxidase
liofilizado), frasco 5 com solugéo padrdo de D-Glicose (5 mL) e frasco 6
com padrdo (amido de milho, 5g).

o Etanol 80%

Acido acético glacial

Hidréxido de sodio 1M (4g/mL)

Cloreto de célcio di-hidratado

Acido cloridrico

Equipamentos
Balanca analitica
Centrifuga
Vértex
Banho maria (50 °C)
Banho de agua fervente
Pipetas
pHmetro
Espectrofotdmetro (510 nm)
Tubos de vidro
Bal&do volumétrico (100 mL)

Preparo das solu¢tes

o Tampao acetato de sodio (100 mM, pH 5,0): adicionar 5,8 mL
de &cido acético glacial a 900mL de agua destilada. Ajustar o pH para
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5,0 por adicdo de solugdo de hidroxidode sddio 1 M (aproximadamente
30 ml sdo necessario). Adicionar 0,74 g de cloreto de célcio di-hidratado
e dissolver. Ajustar o volume para 1 litro e armazenar o tampdo a4 ° C
(estavel durante 6 meses).

o Solugéo 1: Diluir 1,0 mL do contetdo do frasco 1 a 30 ml do
tampdo acetato de sédio (100 mM, pH 5,0). Dividir em tamanho
adequado de aliguotas e congelar a -20°C. Estavel por 3 anos.

o Reagente GOPOD: 1) Diluir o contetdo do frasco 3 com 1 L de
agua destilada (solucdo 3); 2) Dissolver o contetdo do frasco 4 em 20
mL da solucdo 3 e quantitativamente transferir isso para o frasco
contendo o restante da solu¢do a 3. Cubra esta garrafa com folha de
aluminio para proteger o reagente da luz. Estavel por aproximadaemte 3
meses a 2-5 °C ou 12 meses a -20 °C.

o Solugbes 2, 5 e 6: utilizar como fornecidos

Procedimentos

a. Moer amostra de modo a passar por uma peneira de 0,5 mm.

b. Adicionar 100 mg da amostra em tubo de ensaio de vidro. Bater
no tubo para assegurar que todas as amostras caiam para a parte inferior
do tubo.

C. Adicionar 0,2 mL de solugdo aquosa de etanol (80% v/v) e
agitar no vortex.
d. Imediatamente adicionar 3 mL da solucdo 1. Incubar o tubo em

banho-maria fervente durante 6 minutos (agitar o tubo vigorosamente
depois de 2, 4 e 6 minutos).

e. Adicionar 0,1 mL do contelido do frasco 2, agitar nos voértex e
incubar a 50 °C durante 30 min.
f. Transfirir a totalidade do conteido do tubo de ensaio para um

baldo volumétrico de 100 mL. Use uma piceta para lavar o conteido do
tubo completamente. Ajuste o volume com agua destilada. Misture bem.
Centrifugar uma aliquota desta solucéo a 3000 rpm durante 10 min. Usar
a parte limpida para o ensaio.

Alternativamente, no passo 6, ajustar o volume para 10 mL com
4gua destilada e, em seguida, centrifugar os tubos a 3.000 rpm por10
min. Para as amostras contendo 1-10% de teor de amido, esta solucado é
utilizado diretamente no passo 7. Para as amostras contendo 10-100%
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de amido, uma aliquota (1,0 mL) é diluida at¢ 10 mL com agua
destilada antes de prosseguir parao passo 7.

g. Transferir as aliquotas em duplicata (0,1 mL) da solucdo
diluida, para os tubos de ensaio de vidro.
h. Adicionar 3,0 mL do reagente GOPOD a cada tubo, incluindo o

controle de D-glicose e o0 de reagentes em branco, e incubar os tubos a
50 °C durante 20 min. Controle consiste em 0,1 mL desolugdo padrdo de
D-glucose(1 mg/mL) e 3,0 mL dereagente GOPOD e o branco em 0,1
mL de agua e 3,0 mL de reagente GOPOD.

i Leia a absorbancia para cada amostra e o controle de D-glicose
em 510 nm contra o reagente branco.

Calculos
FV 1 100 162
> x

Amido = A xFx <
01 1000 W 180

AMIdo = A x 1 x F\/x 0,9
W

Onde:

A= Absorbancia (reacdo) lida contra o branco;

100 (ng de D—glicose) ~ A - .
absorbancia para 100 pg de glicose (COHVGFS&O de absorbancia para “g)’

FV= Volume final (isto &, igual a 100 mL ou 10 mL);

0,1= Volume da amostra analisada;

1  =Conversdo de ug para mg;
1000

100 = Fator que expressa amido como porcentagem do peso da amostra;
w

W = Peso em mg da amostra analisada;

162 = Ajuste de D-glicose livre para D-glicose anidro.
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