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RESUMO
VIEIRA, Bruno Bezerra, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.

Indicadores de rompimento mecanico de células visando a extracao de biocompostos de
Scenedesmus obliquus. Orientador: Marcio Aredes Martins. Coorientadores: Rita de Cassia
Superbi de Sousa e Eduardo Basilio de Oliveira.

Estima-se que o planeta sera habitado por 11,2 bilhdes de pessoas até¢ 2100, e espera-se que
aumentem em 28% e 43% para energia e alimentos, respectivamente. As microalgas sao um
grupo diverso de microrganismos que apresentam alto potencial para atender a demanda global
por alimentos e energia. As cepas de microalgas melhoradas acumulam altos niveis de lipidios,
proteinas e carboidratos que podem ser usados para a produgdo de biodiesel, alimentos e
bioetanol, respectivamente. No entanto, ¢ necessario interromper as células microalgas para
extrair os metabolitos bioquimicos mencionados acima, e o desafio atual nas culturas de
microalgas ¢ a avaliacdo em tempo real do grau de ruptura celular durante o processamento a
jusante. Portanto, a presente dissertacdo descreve a avaliacdo de potenciais indicadores de
ruptura celular de microalgas que permitem a avaliagdo em tempo real e a otimizacdo de
sistemas de ruptura celular e a otimizacgao dos processos de extragdo de compostos bioquimicos
presentes na biomassa imida. Por essa razdo, a promissora microalga Scenedesmus obliquus
BRO003 foi cultivada sob condi¢des fotoautotrdficas para produgdo de biomassa e melhoramento
dos processos de extracao de compostos bioquimicos. A extragdo de carboidratos foi otimizada
utilizando diferentes concentragdes de acido, temperaturas e tempos de retengdo. A extragao
dos lipideos foi ajustada usando diferentes sistemas de agita¢do, concentracdes de biomassa e
tempos de retengdo. A extragdo dos pigmentos fotossintéticos foi avaliada usando diferentes
concentragcdes de etanol. A biomassa de S. obliquus BR003 foi moida e misturada com
biomassa nao moida para produzir amostras com diferentes propor¢des de células rompidas.
Essas amostras foram formuladas para conter 0, 25, 50, 75 ou 100% de células rompidas,
resultando em 5 niveis de ruptura, e usadas para avaliar os indicadores potenciais de
rompimento de microalgas. Os indicadores avaliados foram carboidratos neutros, lipidios totais,
carotenoides totais, clorofila a, clorofila b, clorofilas totais, proteinas hidrossoluveis totais,
aminodacidos totais, compostos nitrogenados, peso seco e reologia. Os seguintes indicadores
mostraram uma forte correlagdo com o grau de disrupg¢ao celular: lipidios totais, carotendides,
clorofila a, clorofila b, clorofilas totais, proteinas hidrossoluveis totais, compostos nitrogenados
e parametros reoldgicos. Por outro lado, carboidratos neutros, aminoacidos totais, perda de
massa apresentaram baixa correlagdo com o grau de ruptura celular e, portanto, ndo sdo

indicados para avaliacdo em tempo real da ruptura de células em equipamentos industriais.



ABSTRACT
VIEIRA, Bruno Bezerra, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019. Indicators

of mechanical rupture of cells aiming the extraction of biocomposites of Scenedesmus
obliquus. Adviser: Marcio Aredes Martins. Co-advisers: Rita de Cassia Superbi de Sousa and
Eduardo Basilio de Oliveira.

It is estimated that the planet will be inhabited by 11.2 billion people until 2100, and it has been
expected an increasing demand of 28% and 43% for energy and food, respectively. Microalgae
are a diverse group of microorganisms which show a high potential to fulfill the global demand
for food and energy. Improved microalgae strains accumulate high levels of lipids, proteins,
and carbohydrates that can be used for production for production of biodiesel, food and
bioethanol, respectively. However, it is necessary to disrupt the microalgae cells to extract the
biochemical metabolites mentioned above, and a current challenge in microalgae crops is the
real-time evaluation of the degree of cell disruption during the downstream processing.
Therefore, this present dissertation describes the evaluation of potential indicators of
microalgae cell disruption that allow the real-time evaluation and optimization of cell rupture
systems, and the optimization of extraction processes of biochemical compounds present in wet
biomass. For that reason, the promising microalgae Scenedesmus obliguus BR003 was
cultivated under photoautotrophic conditions for biomass production and improvement of the
extraction processes of biochemical compounds. The extraction of carbohydrates was
optimized using different concentrations of acid, temperatures and retention times. Extraction
of lipids was adjusted using different agitation systems, biomass concentrations and retention
times. Extraction of photosynthetic pigments was evaluated using different concentrations of
ethanol. Biomass of S. obliqguus BR003 was ball milled and blended with non-milled biomass
to produce samples with different proportions of disrupted cells. These samples were
formulated to contain 0, 25, 50, 75 or 100% of disrupted cells, resulting in 5 levels of rupture,
and used to evaluate the potential indicators of microalgae cell disruption. Indicators evaluated
were neutral carbohydrates, total lipids, total carotenoids, chlorophyll a, chlorophyll b, total
chlorophylls, total hydrosoluble proteins, total amino acids, nitrogen compounds, dry weight,
and rheology. The following indicators showed a strong correlation with the degree of cell
disruption: total lipids, carotenoids, chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophylls, total
hydrosoluble proteins, nitrogen compounds, and rheological parameters. On the other hand,
neutral carbohydrates, total amino acids and mass loss showed a poor correlation with the
degree of cell disruption, and therefore, they are not indicated for real-time evaluation of cell

rupture in industrial equipment.
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1. INTRODUCAO

Projecdes da (ORGANIZATION, 2017) estimam que o planeta sera habitado por 9,8
bilhdes de pessoas em 2050 e por 11,2 bilhdes em 2100. Este aumento populacional, juntamente
com os avangos tecnologicos fazem com que a produgdo de alimentos necessite aumentar, no
minimo 43% (LANZ; DIETZ; SWANSON, 2018) e a de energia em 28% (SAITO et al., 2018)
para que a demanda global futura seja suprida. Neste cenario, a produgdo de microalgas pode
contribuir substancialmente para o atendimento destas necessidades globais.

As microalgas sdao organismos unicelulares fotossintetizantes que crescem em
ambientes aquaticos, capazes de acumular lipideos, proteinas e polissacarideos (DAO et al.,
2018). O teor de cada um destes metabodlitos varia de acordo com a espécie da microalga
(SHUBA; KIFLE, 2018). No contexto de biorrefinaria, os lipidios acumulados como reserva
de energia podem ser extraidos, refinados e convertidos a biodiesel (FARIED et al., 2017); os
carboidratos podem ser fermentados e convertidos a alcoois (RIZZA et al., 2017); e as proteinas
e os pigmentos podem ser utilizados como alimento (SMETANA et al., 2017). Além da altaem
biomassa, as microalgas apresentam elevada capacidade de assimilacdo de carbono da
atmosfera, contribuindo significativamente com o meio ambiente na mitigacdo de emissdes de
carbono (RASLAVICIUS; STRIUGAS; FELNERIS, 2018).

O processo de produgdo industrial de compostos a partir de microalgas ¢ formado pelas
etapas de cultivo da biomassa, rompimento celular, extragao dos compostos de interesse, refino
e purificagdo. O cultivo desses microorganismos ¢ realizado em tanques abertos (raceways) ou
em fotobioreatores fechados (TAN et al., 2017). Os métodos de rompimento celular podem ser
quimicos, como o rompimento por acidos fortes, enzimaticos (WANG et al., 2016); ou
mecanicos, como a homogeneizagdo industrial, moagem e utilizagdo de ultrassom (LEE et al.,
2017). O processo de extracdo ¢ realizado por acdo de solventes e geralmente ¢ conduzido em
sistemas de mistura e posterior separacao de fases (VENKATA SUBHASH et al., 2017).

Os métodos mecanicos de rompimento celular, de maneira geral, preservam mais a
estrutura dos compostos de interesse (POSTMA et al., 2017), uma vez que minimizam as
reacdes paralelas com os compostos quimicos que sdo adicionados ao sistema, quando ocorre
um rompimento por agentes quimicos. Dentre as operacdes unitirias para o rompimento
mecanico, a moagem em moinho de bolas € caracterizada por colisdes fisicas de esferas de
metal com as células das microalgas causando a sua desintegragio. E uma operagdo unitéria

considerada de alta eficiéncia de rompimento, capaz de processar grande volume de biomassa



por batelada, facilidade na separagdo gravitacional da biomassa rompida. A principal
desvantagem ¢ o alto consumo de energia em larga escala (PHONG, 2018).

O custo da producao de combustiveis, alimentos e outras moléculas a partir de
biomassa de microalgas, na maioria das vezes nao € competitivo com os custos de produgdo de
produtos similares originados de outras fontes de matéria prima (GUPTA; SHASTRI;
BHARTIYA, 2016). A etapa de rompimento das células de microalgas compde importante
parcela do custo de processamento da biomassa, pois requer uso intensivo de energia. No
entanto, essa etapa ¢ imprescindivel para a liberagao dos compostos intracelulares (YAP et al.,
2015).

Para a otimizagao dos processos de rompimento celular € necessario o estabelecimento
de indicadores de rompimento celular. SPiden et al. (2013) estudaram indicadores quantitativos
de rompimento de células de Saccharomyces cerevisiae, relacionando contagem de células
intactas, analises espectrofotométricas, analise da perda de massa das células com o nivel de
rompimento celular em um sistema de homogeneizacdo industrial. Ansari et al. (2018)
investigaram o efeito de algumas técnicas de rompimento nos teores de lipideos, carboidratos
e proteinas. Rivera et al. (2018) estudaram o efeito de dois tipos de rompimento celular no teor
total e nas diferentes fragdes de lipideos, sendo elas os lipideos neutros, os lipideos polares, os
acidos graxos e os triacilglicerois. Todos os compostos ou propriedades fisicas da biomassa que
variam os seus teores em funcdo do nivel de rompimento celular possui potencial de serem
utilizados como indicador quantitativo de fragmentagao.

Com o exposto, essa dissertacdo teve por objetivo estabelecer indicadores de
rompimento celular mecanico, determinados a partir da biomassa tumida de concentragdo
aproximada 10% (m/m). Os indicadores selecionados foram compostos celulares ou
propriedades fisicas que estivessem relacionadas com o nivel de rompimento celular. Ainda
foram estabelecidas varidveis de processo otimizadas para a extracdo de carboidratos, lipideos
e pigmentos a partir da biomassa imida. A determinagdo dos indicadores de rompimento celular
¢ fundamental para a melhoria da eficiéncia e o acompanhamento de processos em tempo real.
A otimizacdo da extragdo dos compostos por via imida elimina a etapa prévia de secagem da

biomassa, operagao unitdria esta que ¢ de alto custo em biorefinarias de microalgas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar indicadores quantitativos de rompimento de células de Scenedesmus obliquus

BRO0O03 por processos mecanico, objetivando a extracdo de compostos celulares em biorefinaria.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar a caracterizagdo fisico-quimica da biomassa por meio da determinacdo de
umidade e teores de massa seca, cinzas, massa seca livre de cinzas, proteinas,
carboidratos e lipideos totais;

e Otimizar a extragdo de carboidratos, lipideos e pigmentos a partir de suspensdes aquosas
da microalga Scenedesmus obliquus BR003;

e Avaliar o potencial de utilizagdo de teores de conteudos celulares como indicadores do
nivel de rompimento celular;

e Avaliar o potencial de utilizagdo de propriedades fisicas da biomassa como indicadores

do nivel de rompimento celular.



3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Microalgas

Milhares de espécies de microalgas foram identificadas e estudadas. Algumas algas
possuem caracteristicas que as tornam promissoras como fonte de matéria prima para a
producdo de biocombustiveis (biodiesel, bietanol e biometano) e outros produtos gerados a
partir da biomassa. E desejavel que a microalga possua alta taxa de crescimento, possua
resisténcia as variagdes das condi¢des de cultivo, possua alto teor do metabolito desejado,
colheita facilitada e caracteristicas fisioldgicas que facilitem a extracdo dos compostos, como

baixa rigidez da parede celular (SCHULER et al., 2017).

3.2. Rompimento celular

O rompimento celular de microalgas ¢ fundamental para o acesso de solventes aos
metabolitos de interesse como carboidratos, lipideos e proteinas. Lee et al. (2017) discutem
sobre a importancia da etapa de rompimento celular no processo de extracdo de compostos
intracelulares de interesse.

Alguns processos de rompimento celular sdo descritos na literatura, sendo divididos
em processos fisicos e quimicos. Os processos fisicos incluem a utilizacdo de ultrassom
(LECINA et al., 2017), moagem (MONTALESCOT et al., 2015), homogeneizacdo de alta
pressdo (XIE et al., 2016), micro-ondas (CHENG et al., 2013), cavitacdo hidrodinamica (LEE;
HAN, 2015), explosdo a vapor (POHNDOREF et al., 2016; LORENTE et al., 2017) e campo
elétrico pulsado (PARNIAKOV et al., 2015). Os processos de moagem e homogeneizagao sao
também denominados métodos mecéanicos de rompimento, por usarem primariamente a forga
como elemento de ruptura. Dentre os processos de rompimento quimico podemos citar a
utilizagdo de 4acidos (WANG et al., 2016a), liquidos i6nicos (SHANKAR et al., 2017) e de
enzimas (SIERRA; DIXON; WILKEN, 2017).

A necessidade de rompimento celular para uma extragdo efetiva de metabolitos €
discutida por Yap et al. (2015). Estes autores realizaram um trabalho no qual avaliaram o
desempenho de extracdo de lipideos a partir de biomassas com niveis de pressao diferentes e,
por consequéncia, rompimento celular distinto. O sistema de rompimento utilizado foi a
homogeneizacao de alta pressao, sendo que a extensao da ruptura foi medida por contagem de
células intactas. A recuperacao de lipideos aumentou de 5 para 70 % dos lipideos totais quando

a porcentagens de células rompidas subiu de 0 para 80 %.



Lee; Lewis; Ashman (2013) utilizaram a técnica de microscopia de forga atomica
(MFA) para determinar a forga e a energia necessarias para o rompimento de uma unica célula
de Tetraselmis suecica. De acordo com o trabalho, uma energia especifica igual a 673 J/kg de
biomassa seca ¢ necessaria para que o rompimento celular ocorra para a espécie em estudo. Este
dado evidencia a baixa eficiéncia energética dos métodos de rompimento existentes. De acordo
com 0s mesmos autores, a técnica que possui menor consumo especifico de energia ¢ a
cavitacdo hidrodinamica, que demanda 5 vezes mais energia que a necessaria para o
rompimento das células.

Dos processos de rompimento quimico, a utilizagdo de acidos fortes € um tratamento
que se destaca dos demais por apresentar alta eficiéncia de liberacdo de metabolitos celulares
como carboidratos e lipideos (DONG et al., 2016). Os liquidos i6nicos, sdo toéxicos em sua
maioria, comprometendo a sustentabilidade do processo (QURAISHI et al., 2017). As enzimas
ainda possuem alto custo e necessitam de maior controle de processo. Além da vantagem da
alta eficiéncia de rompimento, o tratamento 4cido ainda pode ser realizado com &cidos
organicos (WANG et al., 2016b) que possuem maior biodegradabilidade em relacdo aos 4cidos
inorganicos que apresentam alta toxicidade acarretando diversos problemas ambientais.

Wang et al. (2016b) estudaram a utilizacdo de acido formico como alternativa ao uso
de 4cido cloridrico no processo de rompimento quimico. A cepa de microalga utilizada para o
estudo foi Chlorella protothecoides. A microalga foi tratada com o 4cido cloridrico na razao
em massa de 1,5:1 de acido:biomassa seca, com o acido formico na razdo de 6,4:1 de
acido:biomassa seca, além da combinacao dos dois acidos. Todos os tratamentos foram
submetidos ao aquecimento a 100°C por 30 min e resposta obtida foi o teor total de lipideos,
além da identificagdo dos mesmos por cromatografia gasosa. O estudo concluiu que, para a
biomassa seca, os teores de lipideos obtidos pelo rompimento com acido cloridrico, férmico e
a mistura ndo possuem diferenca significativa e foram de 47,2 + 2,6, 46,7 + 0,8 e 45,6 = 0,8,
respectivamente. Os autores ainda concluiram que somente o acido féormico nao € capaz de
romper as células de microalgas em suspensdo aquosa, porém quando este ¢ combinado com
pequenas quantidades de 4cido cloridrico esta mistura € capaz de romper as células na mesma
propor¢ao que o acido cloridrico puro.

Dong et al. (2016) utilizaram a metodologia de superficie de resposta (MSR) para
investigar o efeito da temperatura, na faixa de 120 a 170°C, e da concentracao de &cido sulfurico
entre 0 e 4% (v/v) na resposta de liberacdo de lipideos e carboidratos. As cepas de Chlorella

vulgaris, Scenedesmus acutus € Nannochloropsis granulata foram investigadas. Para todas as



cepas e condi¢des utilizadas a combinagcdo da maior concentragdo de acido e da maior
temperatura aumentaram a resposta de liberacdo de lipideos. Analisou-se os efeitos
separadamente e concluiu-se que o aumento da concentracdo do acido impacta mais o
rompimento do que o aumento da temperatura. O maior rendimento de extracdo foi de 87 %
dos lipideos totais para a cepa de Nannochloropsis granulata.

Rizza et al. (2017) estudaram a hidrélise acida de uma cepa de Desmodesmus sp. com
0 objetivo de maximizar a extragcdo de acucares para a producao de bioetanol. Verificou-se que
a condicdo operacional 6tima foi a utilizacdo da biomassa de concentragdo de 10% em peso
seco, 2% de H2SO4 (v / v) e 120 ° C durante 30 min. Nesta condi¢do houve liberagdo de até
95% do teor total de agucares.

Dos processos de rompimento mecéanico, a homogeneizacdo a alta pressdo tem se
mostrado promissora quanto a eficiéncia do rompimento celular, apesar de ainda consumir
grandes quantidades de energia, como apontado no trabalho de Spiden et al. (2013). Neste
sentido, a compreensdo do mecanismo de rompimento celular nos homogeneizadores ¢
fundamental para o estabelecimento de um processo viavel de rompimento celular microalgal.

A homogeneizacao industrial ¢ uma operagdo unitaria que consiste do escoamento a
alta pressdo de uma suspensdo sobre uma se¢do anular cilindrica e estreita presente numa
valvula do homogeneizador. Este escoamento produz tensdes de cisalhamento nas particulas
presentes na suspensao, sendo capaz de fraciona-las em particulas menores e mais homogéneas,
como ocorre com os globulos de gordura na homogeneizacao de leite Gul et al. (2017). Para
fins de rompimento celular, o homogeneizador ¢ usado para produzir tensdes de cisalhamento
em c¢lulas de microrganismos (microalgas, por exemplo) com o objetivo de romper a estrutura
da parede celular e obter compostos intracelulares de interesse (ANGLES et al., 2017).

Yap et al. (2015) avaliaram o rompimento celular de Nannochloropsis sp. Foi
investigada a eficiéncia de ruptura das células em suspensdes de concentragdes de solidos iguais
a 0,25 %, 2,5 % e 25 % (m/m) numa Unica passagem através do homogeneizador, com variagao
de pressdo de 30 a 150 MPa. Um estudo prévio dos mesmos autores mostrou que a concentragao
de solidos influenciou de forma significativa a operacdo do homogeneizador e ndo sobre o
rompimento, sendo este exclusivamente dependente da pressao de operacdo. Concentragdes de
até 30 % m/m de lipideos foram encontradas pelos autores.

Angles et al. (2017) estudaram o rompimento celular por homogeneizacdo a alta
pressdo e as mudangas fisiologicas de cepas Nannochloropsis sp. submetidas ao crescimento

com e sem restricdo de nitrogénio. As suspensdes da microalga foram homogeneizadas a



pressdes que variaram de 100 até 270 MPa. Para ambas as condi¢des de cultivo, a taxa de
rompimento aumentou com o nivel de pressdo. Porém, para as microalgas que cresceram sem
restricdo de nitrogénio a taxa de ruptura variou entre 20 e 58%, enquanto que em condi¢des de
restricdo de nitrogénio, as taxas de ruptura foram menores, entre 11 e 48% para os mesmos
tratamentos de pressdo. Os autores concluiram que houve uma modificacdo na robustez da
parede celular da microalga o que impactou diretamente o rompimento e o consumo de energia
do processo.

O moinho de bolas ¢ um equipamento geralmente utilizado para a reducdo da
granulometria de diversos materiais. Consiste de um cilindro contendo uma ou mais esferas
metalicas. O movimento deste cilindro provoca atrito entre as esferas e¢ as paredes e
cisalhamento no material de interesse. A operacdo unitaria de moagem consiste da utiliza¢ao
desse cisalhamento no material para o rompimento da parede celular das microalgas.

Montalescot et al., (2015) estudaram a ruptura de duas linhagens de microalgas em
moinho de bolas. Os autores usaram a contagem de células intactas e o teor de proteinas
liberadas no meio para inferir a extensao do rompimento celular. Foi estudada a cinética de
rompimento celular e 0 modelo para a mesma foi gerado. A totalidade das células das duas
cepas foram rompidas em condig¢des de alta pressdo no moinho de bolas igual a 250 (Mpa).

Postma et al., (2015) realizaram uma otimiza¢gdo do rompimento da microalga
Chlorella vulgaris, tendo como variaveis de estudo a concentragdo de biomassa dentro do
moinho e a velocidade do agitador. A resposta utilizada na otimizacdo foi o rendimento de
proteinas soliveis, consumo de energia e tempo de processo. A desintegragdo das células
atingiu 99% num tempo de processo igual a 500 segundos, concentracao da biomassa de 85 g
L' e velocidade de agitador igual a 9 m s™'. Porém, a partir de 250 segundos ja foi possivel
observar 95% de rompimento celular.

Giinerken et al. (2017) utilizaram a citometria de fluxo para monitorar o rompimento
celular de duas culturas de Chlorella sp.. O rompimento também foi avaliado por contagem
direta de células para a validagao da citometria, que se mostra uma técnica mais rapida e precisa.
Apds 50 minutos de moagem foi possivel observar a redu¢do da contagem de células de 100
para 1 e 4% para as duas cepas analisadas, considerando a contagem manual. Os dados da
citometria de fluxo seguiram a mesma tendéncia de redugdo temporal das células quando
comparada a contagem manual.

Postma et al. (2017) avaliaram o efeito do tamanho de particulas na desintegragao,

liberagdo de compostos soliiveis no meio aquoso € o consumo de energia no rompimento de 3



cepas de microalgas em moinho de bolas. Os autores relataram a liberagcdo de mais de 99% da
proteina total das células em 400 segundos, atestando alto indice de rompimento celular. Ja a
liberacao de carboidratos foi mais lenta e até o final do experimento realizado (1000 segundos)
nao foi possivel observar um patamar estabilizado bem definido.

Zinkoné et al., (2018) em seus estudos com rompimento celular de Chlorella
sorokiniana objetivaram estabelecer a relagdo entre as variaveis de processo da moagem em
moinho de bolas com a cinética de rompimento e com a pureza de alguns metabodlitos
intracelulares liberados para o meio extracelular. Em todas as condi¢des avaliadas o

rompimento minimo encontrado foi de 90% das células.

3.3 Indicadores de rompimento celular

Pode-se definir indicadores de rompimento celular como aqueles compostos celulares
ou propriedades fisicas que possuem seus valores alterados proporcionalmente com niveis
crescentes de rompimento. A identificacao de indicadores ¢ fundamental para a otimizagao dos
sistemas de ruptura das células e extracao de metabolitos de interesse comercial.

Spiden et al. (2013) compararam diversos indicadores quantitativos de rompimento
celular de Saccharomyces cerevisiae submetidas a ruptura em homogeneizador de alta pressao.
Dentre os potenciais indicadores, foram estudados a contagem de células integras, liberagao de
proteinas, turbidez e absor¢ao no ultra violeta, distribuicdo de tamanho de particula, anélise de
perda de massa, e variagdes na viscosidade. A pressdao de homogenenizacao dos experimentos
variou de 100 a 1500 bar. Todos os indicadores possuiram relagdo direta com o nivel de
rompimento. Modelos do tipo exponencial foram ajustados aos dados de cada indicador, exceto
a distribuicao do tamanho de particulas.

Ansari et al. (2018) estudaram o rendimento de extracdo de lipideos, carboidratos e
proteinas em func¢do de diferentes técnicas de secagem e rompimento celular. As técnicas de
rompimento utilizadas foram micro-ondas, autoclave, ultrassom e rompimento osmético. Todos
os metabolitos possuiram rendimentos de extragdo mais altos, quando se comparou as
biomassas sem tratamento e rompida, o que evidencia a utilizagdo dos mesmos como
indicadores de rompimento celular.

Phong et al. (2018) analisaram o efeito de diferentes tratamentos de rompimento na
liberagdo de proteinas das microalgas Chlorella sorokiniana e Chlorella vulgaris. Os
tratamentos foram o ultrassom e a hidrolise alcalina, sendo eles avaliados de forma separada e
combinada. Foram também utilizados distintos solventes para a extracdo, sendo eles, agua,
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etanol e isopropanol. O processo de ultrassom de alta poténcia aumentou de duas a trés vezes o
teor de extrato de proteinas em relagdo ao tratamento controle para os trés solventes analisados.
O efeito do tratamento alcalino também foi de aumentar a extracao de proteinas, exceto para o
caso onde foi usado propanol como solvente. Quando comparado ao tratamento de ultrassom,
o alcalino se mostrou mais eficiente. Isto se deve ao fato do alcali forte utilizado (KOH) possuir
maior especificidade e reagir diretamente com a parede celular e também ao fato de que as
proteinas de microalgas serem mais soluveis em pH alcalino. O tratamento combinado dos dois
tipos de rompimento foi mais eficiente do que cada um individual. Os resultados mostram que
o teor de proteinas ¢ um indicador de rompimento celular.

Xie et al. (2016) utilizaram seis métodos de rompimento celular da microalga
Desmodesmus sp. € os compararam quanto a liberacao de carotenoides. Foi também realizada
a otimizagdo das condi¢des de rompimento, do consumo energético e foi proposto um modelo
cinético de rompimento no sistema. A resposta de rompimento foi medida indiretamente pelo
teor de carotenoides e clorofilas. Os seis métodos utilizados foram o moinho de bolas,
homogeneizag¢do a alta pressdo, micro-ondas, autoclave, choque osmotico e ultrassom. Os
unicos métodos que foram eficientes no rompimento foram a homogeneizacdo a alta pressao
(7,9 £ 0,3 mg /g) e o moinho de bolas (8,2 + 0,3 mg / g). Os teores de carotenoides e clorofilas
extraidos aumentaram com os niveis de pressdo e passagens no sistema de alta pressao, o que
indica que estes indices sao potenciais indicadores de rompimento celular.

Rivera et al. (2018) analisaram a variag¢do do teor lipidico e o perfil dos mesmos da
microalga Parachlorella kessleri submetida aos tratamentos de rompimento no
homogeneizador a alta pressdao e no moinho de bolas. As fragdes dos lipideos, consideradas no
estudo, foram de lipideos neutros, acidos graxos livres e triacilglicerdis. Os resultados
mostraram um aumento de até¢ 81% na extracdo dos lipideos apds os rompimentos. O teor de
acidos graxos livres aumentou com o nivel de rompimentos, devido as reagdes paralelas com
enzimas intracelulares. Como os lipideos também possuem seu teor aumentado com o nivel de

rompimento celular, este também ¢ um potencial indicador de rompimento para microalgas.



4. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Biocombustiveis, vinculado ao
Departamento de Engenharia Agricola (DEA), e no Departamento de Quimica (DEQ), ambos
pertencentes a Universidade Federal de Vicosa (UFV), Estado de Minas Gerais. A matéria-
prima para o desenvolvimento do projeto foi a microalga da linhagem Scenedesmus obliquus
BRO03.

O trabalho foi desenvolvido em 5 etapas, sendo elas o cultivo, o processamento, a
analise de composi¢ao centesimal, a otimizacdo da extragdo de compostos da biomassa umida,
além da determinagdo de indicadores de rompimento celular mecanico. E importante destacar
que os estudos de otimizagdo realizados para a andlise dos contetidos celulares objetivaram
elevar o desempenho dos métodos quanto a extracao a partir de biomassa umida, visto que os
métodos consagrados em literatura consideram a extragdo a partir de biomassa seca. As Figura

1 e Figura 2 descrevem os fluxogramas que esquematizam todo o desenvolvimento do trabalho.

4.1. O cultivo da biomassa

O cultivo fotoautotréfico foi realizado na planta piloto de produgdo de microalgas do
Laboratério de Biocombustiveis em tanque do tipo raceway, com area superficial de 20 m?,
volume total de 4000 L e 20 cm de lamina, em cultivo por batelada, aberto e sujeito as
intempéries climaticas, com fotoperiodo natural, pH controlado entre 6,5 e 7,5 a uma
temperatura média de 27°C. A agitacao do tanque, para manuten¢do das células em suspensao,
foi mantida por inje¢do de ar, produzido por compressor (CR-8, IBRAM, Brasil) em 1 poco
localizado na posi¢do central do tanque. O meio de cultura L4-m (Tabela 1) foi composto pela
mistura de fertilizantes agricolas e 4gua de abastecimento submetida a desinfec¢do com gas
ozoOnio. Gas de combustdo, oriundo da incineragdo de residuos solidos e contendo em média
12% de CO», foi injetado no cultivo como fonte de carbono. A concentracdo de biomassa do

cultivo, apos o mesmo atingir a fase estaciondria de crescimento foi de cerca de 0,8 g L™!.

Tabela 1. Meio de cultura L4-m

Fertilizante (macronutriente) [mg L' Micronutriente [mg L]
Uréia 180,0 H;BO; 2,86
Cloreto de Potassio 173,9 MnCl,.4H,0 1,81
Super Fosfato Simples 114,3 ZnS04.7H,0O 0,22
Sulfato de Magnésio Heptahidratado 71,0 CuS04.5H,0 0,08
Sulfato de Ferro Monohidratado 13,3 NaMo0O4.2H,0O 0,02
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Figura 1. Cultivo e processamento da biomassa da microalga Scenedesmus obliquus BR003.
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4.2. O processamento da biomassa

Apo6s o cultivo, a suspensdo de biomassa foi conduzida a um decantador (RISAM,
Brasil) de 750 litros, sendo submetida a duas operacgdes unitarias de separagdo solido-liquido,
a floculagdo e a decantagdo. O pH do meio foi ajustado para 10 e o floculante (polimero
cationico P044, Petrobras, Brasil) foi adicionado até a concentragdo de 10 ppm. O sistema foi
agitado lentamente por 10 minutos e, posteriormente, permaneceu em repouso por 3 horas. Ao
final deste processo de espessamento, duas fases distintas foram separadas, o sobrenadante ¢ a
lama de biomassa cuja concentragio aproximada foi de 5% (m/v) ou 50 g L1,

A fase sobrenadante, que possuia baixa concentragao celular e nutrientes remanescentes
ao cultivo, foi submetida a um processo de ozonizacgdo, onde ocorreu a esterilizagao do meio e
a oxidacao de alguns compostos para que os mesmos pudessem ser absorvidos pelas microalgas
em uma nova batelada de produ¢do de biomassa.

A lama de biomassa (5% m/v) foi centrifugada (Heraus Multifuge X3R, Thermo
Scientific, EUA) a 4500g por 10 min para que a concentragdo resultante deste processo fosse
de 30% (m/v). Apos este processo a lama foi acondicionada em bandejas descartaveis de
aluminio, congelada em ultracongelador (CL374-80V, ColdLab, Brasil) a -80°C e liofilizada
(LP510, LioTop, Brasil). A biomassa resultante se encontrava sob a forma de flocos finos e
Secos.

Os flocos de biomassa liofilizada foram submetidos a maceragao com auxilio de um gral
e um pistilo de porcelana e com aplicacio de uma forga pequena, necessaria apenas a
desintegracdo dos mesmos. O cisalhamento intenso na maceragdo poderia levar as células ao
rompimento, 0 que ndo era o objetivo desta etapa. Apds sutil maceragdo, a biomassa foi
colocada em um sistema vibratorio de classificagdo granulométrica composto de 5 peneiras de
diferentes malhas (24, 28, 32, 50 e 100 mesh). A fracao que ficou retida no fundo do sistema,
isto ¢, a biomassa cuja granulometria foi inferior a 100 mesh, foi a escolhida para a realizagado
de todos os experimentos do projeto. Esta biomassa encontrava-se como um pod fino,
homogéneo e com teor de umidade de aproximadamente 10% (m/m), representada por
“biomassa 1” nas Figura 1 e Figura 2.

Uma fracao da “biomassa 1” foi submetida a um rompimento mecanico em moinho de
bola (MR350, TECNAL, Brasil) em bateladas de 10 gramas de biomassa ¢ 5 minutos de
rompimento. As biomassas resultantes de todas as bateladas foram misturadas resultando na

“biomassa 2” (Figura 1 e Figura 2).
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Apos a realizagdo de todas as operacdes unitarias descritas, os dois lotes de biomassa (1
e 2) foram congelados a -20°C (Metalfrio 406 L, Brasil). Foram produzidas quantidades
suficientes para a realizagdo de todo o projeto, garantindo assim a homogeneidade dos
experimentos € a minimizagao de erros experimentais sistematicos.

Para o estudo optou-se pela liofilizacdo da biomassa para garantir a uniformidade da
matéria-prima do trabalho. Quando foi necessario trabalhar com a biomassa imida a mesma foi

ressuspendida em tampao fosfato (pH=6,8) para evitar choque osmético nas células.

4.3.  Analise de composi¢io centesimal

A analise de composi¢ao centesimal foi realizada pela determinagao do teor de umidade,
massa seca, cinzas, massa seca livre de cinzas, carboidratos, proteinas, lipideos e pigmentos,
visto que a biomassa de microalgas ¢ composta, quase em sua totalidade, por estas fragdes de
compostos. A biomassa utilizada nesta etapa do projeto foi a liofilizada e peneirada,
representada pela biomassa 1 nas Figura 1 e Figura 2.

Os experimentos da andlise de composi¢ao centesimal foram realizados em
quintuplicatas. A analise da precisdo dos experimentos foi realizada por meio do célculo das
médias (p), desvio padrdo (o), coeficiente de variagdo (CV, %), erro padrdo e intervalo de

confianga (IC). O coeficiente de variacdo maximo admissivel para os experimentos foi de 5%.

4.3.1. Teor de umidade, massa seca, cinzas e massa seca livre de cinzas

As analises do teor de umidade, massa seca, cinzas e massa seca livre de cinzas foram
realizadas de acordo com Baxter e Rexing (2017). As etapas envolvidas foram a secagem da
biomassa (A.1), calcinagdo biomassa (A.2) e gravimetria (A.3).

Cadinhos de porcelana de 25 mL foram mantidos a 550 °C em um forno mufla por 5
horas para a eliminacao de tragos de matéria organica. Apds este periodo o forno foi desligado
e resfriado fechado até o mesmo atingir 105 °C. Neste momento os cadinhos foram transferidos
para dessecadores até o seu total resfriamento, sendo em seguida pesados (Pesol) em balanga
analitica (AUW220D, Shimadzu, Japao).

e Secagem (A.l): aproximadamente 0,2 gramas de biomassa foram pesados (Peso 2)
diretamente nos cadinhos de porcelana. Os mesmos foram colocados em estufa a 105 °C por

12 horas e, em seguida, foram resfriados em dessecador e pesados em balanga analitica (Peso

3).
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Calcinacdo (A.2): os cadinhos, juntamente com a biomassa seca foram acondicionados em
forno mufla a 550 °C por 5 horas. Apds este tempo e subsequente resfriamento da mufla
fechada até atingir 105 °C, os cadinhos contendo as cinzas foram dispostos em dessecador.
O conjunto foi entdo pesado em balanga analitica (Peso 4).

Gravimetria (A.3): Os teores de umidade (% m/m), massa seca (% m/m) foram determinados
por gravimetria apos a etapa de secagem e o teor de cinzas (% m/m) e massa seca livre de
cinzas (% m/m) apo6s a calcinacdo. Os teores de massa seca, umidade, cinzas e massa seca

livre de cinzas foram calculados por meio das Equacéo 1, Equagdo 2, Equacao 3 e Equagdo 4.

Teor de massa seca  (Peso 3) — (Peso 1)

= x 100 E a0 1
(% m/m) (Peso 2) — (Peso 1) quagao
Teor de umidade 100 — Teor de massa seca Equacio 2
(Y%om/m)  — (% m/m)
Teor de cinzas _ (Peso4) — (Peso1) o 100 Equacio 3
(% m/m) (Peso 2) — (Peso 1)
Teor de massa seca 100 — Teor de umidade _ Teor de cinzas Equacio 4
livre de cinzas (% m/m) — (% m/m) (% m/m)

Foram realizadas 5 repeticoes de cada experimento e calculados a média, o desvio

padrdo, o coeficiente de variagdao (CV %) e o intervalo de confianca a 95%.

4.3.2. Teor de proteinas

A estimativa do teor de proteinas soluveis totais foi realizada de acordo com o método
descrito por (BRADFORD, 1976), por meio das etapas de hidrélise alcalina (B.1), extragao
(B.2), reacdes (B.3) e espectrofotometria (B.4).

O reagente de Bradford foi preparado a partir de reagentes da Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA. Uma amostra de 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 foi dissolvido em 50
mL de etanol a 95%. A esta solucao foi adicionado um volume de 100 mL de acido fosforico a
85% (m/v), sendo o volume final completado para 1 litro. A solucdao final possuiu as
concentragoes finais de 0,01% (m/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7% (m/v) de etanol

e 8,5% (m/v) de acido fosfoérico.
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Hidrdlise alcalina (B.1): uma amostra de 5 mg de biomassa foi pesada em balancga analitica
(AUW220D, Shimadzu, Japio). Adicionou-se 800 uL de NaOH 0,1 mol L' e a mistura foi
mantida a 95 °C em banho ultratermostatizado (0214M2, Quimis, Brasil) por 30 minutos. A
amostra foi resfriada em banho de gelo e neutralizada com 200 uL de HC1 0,4 mol L.
Extracdo (B.2): para a extragdo das proteinas soluveis, o produto da hidrolise foi
centrifugado (Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 10000g por 5 min. O
sobrenadante seguiu para a quantificagdo e o pélete foi descartado.

Reagdes (B.3): Uma aliquota de 100 puL do sobrenadante e 1 mL do reagente de Bradford
foram pipetados em microtubos de 2 mL. As reagdes entre o sobrenadante e o reagente de
Bradford ocorreram a temperatura ambiente (20°C) em agitacdo a 200 rpm em mesa de
agitacao orbital (MA 140/CF, Marconi, Brasil) por 10 minutos.

Espectrofotometria (B.4): aliquotas de 200 pL do produto reacional foram pipetadas em
microplacas de 96 pogos ¢ a leitura espectrofotométrica (Multiskan GO Microplate, Thermo
Scientific, EUA) foi realizada no comprimento de onda de 595 nm. O teor de proteinas foi
determinado por meio de uma curva padrdo de BSA (albumina de soro bovino), gerada a
partir de uma solucio estoque de 1600 mg L' de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), com concentragdes de 0 a 480 mg L'. A BSA foi dissolvida em
uma solucdo de NaCl 0,15 mol L.

4.3.3. Teor de carboidratos

Para a determinacdo do teor de carboidratos foi utilizado o método fenol-acido

sulfirico de Dubois et al. (1956) adaptado por Masuko et al. (2005) em microplacas. Foram

realizadas as etapas de hidrolise da biomassa (C.1), extracdo (C.2), reagdes (C.4) e

espectrofotometria (C.5).

Hidrdlise acida (C.1): A etapa de hidrélise foi necessaria para a conversao dos dissacarideos,
oligossacarideos ou polissacarideos em monossacarideos. Aproximadamente 20 mg de
biomassa foram pesados em balanca analitica (AUW220D, Shimadzu, Japao) em microtubos
de 2 mL. Em seguida, foram pipetados 2 mL de 4cido sulfirico 1 mol L™ e o sistema foi
mantido em banho ultratermostatizado (0214M2, Quimis, Brasil), a 80°C por 30 min.

Extracdo (C.2): os monossacarideos gerados pelas reagdes de hidrolise se encontravam

dispersos na fase aquosa. Para a extragdo destes compostos, a suspensao foi centrifugada
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(Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 10000g por 10 minutos e o sobrenadante
separado do precipitado.

e Reacgdes (C.4): aliquotas de 300 uL do sobrenadante foram pipetadas em microtubos de 2
mL. Em seguida, foram adicionados 900 pL de acido sulfurico concentrado (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) e 180 uL de solugdo aquosa de fenol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) a 5% m/m. Ap0s a adi¢do dos reagentes, os microtubos foram agitados por 10
segundos em agitador do tipo vortex (TS200, ARSEC, Brasil) a 3200 rpm e mantidos em
banho ultratermostatizado a 90 °C por 5 minutos, sendo resfriados logo em seguida em banho
de gelo.

e Espectrofotometria (C.5): Apos o resfriamento, aliquotas de 200 pL foram pipetadas em
microplacas de 96 pogos e a leitura espectrofotométrica (Multiskan GO Microplate, Thermo
Scientific, EUA) foi realizada no comprimento de onda de 490 nm. A determina¢do da
concentragdo dos carboidratos se fez pelo calculo a partir de uma curva padrao que foi
construida a partir da dilui¢io de uma solugio estoque de 600 mg L' de glicose com

concentracdes que variaram de 0 a 450 mg L.

4.3.4. Teor de lipideos

Para a determinagdo do teor de lipideos foi utilizado o protocolo de Schmid-
Bondzynski-Ratzlaff (FEDERATION, 1986), modificado pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Biocombustiveis da Universidade Federal de Vigosa (UFV) para ser utilizado
na biomassa de microalgas. O método consistiu das etapas de hidrélise acida (D.1), extragao
bifasica (D.2) e gravimetria (D.3).

e Hidrolise acida (D.1): uma amostra de 0,5 gramas de biomassa foi pesada em balanga
analitica (AUW220D, Shimadzu, Japao) em tubos de 50 mL. Foram adicionados 5 mL de
4cido cloridrico (HCI) 8 mol L' em cada tubo. Em seguida, estes foram mantidos em banho
ultratermostatizado (0214M2, Quimis, Brasil) a 70°C por 30 minutos, sendo,
posteriormente, resfriados em banho de gelo.

e Extracdo bifasica (D.2): ap0s a hidrolise, cada tubo recebeu uma aliquota de 5 mL de etanol
anidro (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e foram agitados em voértex (TS200, ARSEC,
Brasil) a 3200 rpm por 20 segundos. A seguir, 25 mL de uma mistura de 50% (v/v) de Eter
etilico ¢ 50% (v/v) de Eter de petroleo foram adicionados e os tubos foram agitados em
vortex a 3200 rpm por 30 segundos. Apds o decorrido tempo, os tubos foram centrifugados
(Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 10000g por 5 minutos. A fase extrato
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(solvente) foi separada e disposta em Erlenmeyer de 50 mL previamente seco (102 °C, 5
horas) e pesado (Peso 1). O processo de extragdo foi repetido 3 vezes, sendo que nas segunda
e terceira extragcoes foram adicionados 2,5 mL de etanol anidro e 25 mL da mistura de
solventes a fase aquosa que restou da extracao anterior.

e Gravimetria (D.3): os Erlenmeyers com os extratos das 3 etapas foram levados a secagem a
102°C por 24 horas (Peso 2). A diferenga entre as massas do Erlenmeyer com a amostra de
0leo seca e vazio em relagdo a biomassa inicial (Peso 3) determinou o teor de lipideos %

(m/m), expresso pela Equacao 5.

Teor de lipideos _ (peso 2)—(Peso 1)
(% m/m) - (Peso 3)

x 100 Equacao 5

Foram realizadas 5 repeti¢cdes de cada experimento e calculados a média, o desvio

padrdo, o coeficiente de variagdao (CV %) e o intervalo de confianga a 95%.

4.3.5. Teor de pigmentos

A andlise dos pigmentos fotossintéticos foi realizada por espectrofotometria de acordo
com o protocolo descrito por Hynstova et al. (2018). O protocolo foi composto das etapas de
extracdo (E.1) e espectrofotometria (E.3).

e Extracdo (E.1): aproximadamente 0,5 gramas de biomassa foi adicionada a um grau de
porcelana congelado previamente com nitrogénio liquido, sendo macerada com o pistilo por
cerca de 5 minutos. Amostras 20 mg de biomassa macerada foram pesadas em microtubos
de 2 mL e mantidas em banho de gelo. Aliquotas de 2 mL de etanol anidro (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) gelado foram adicionadas aos tubos e os mesmos foram agitados
em vortex (TS200, ARSEC, Brasil) a 3200 rpm por 10 segundos. A seguir foram mantidos
em banho de gelo e posteriormente centrifugados (Heraus Multifuge X3R, Thermo
Scientific, EUA) a 10000g por 5 minutos.

e Espectrofotometria (E.3): Apds a separagdo de fases, aliquotas de 200 puL. do sobrenadante
foram pipetadas em microplacas de 96 pogos ¢ a leitura espectrofotométrica (Multiskan GO
Microplate, Thermo Scientific, EUA) foi realizada nos comprimentos de onda de 470 nm,
645 nm e 662 nm. A determinac¢do da concentracdo de carotenodides, clorofila a, clorofila b
e clorofila total se fez pelo calculo a partir das Equacao 6, Equacao 7, Equacao 8 e Equacao

9.
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Ca=11.24 * A662 — 2.04 x A645 [pg/ml] Equacio 6

Cb=20.13 * A645 —4.19 * A662 [ng/ml] Equacao 7
Ct=17.05* A662 + 18.09 * A645 [pg/ml] Equacao 8
Cc = (1000 * A470 — 1.90 * Ca — 63.14 * Cb)/214 [pug/ml] Equacao 9

O tempo de andlise foi cronometrado. Entre a adigdo do solvente, agitacdo ¢ a
centrifugacdo foram exatos 4 minutos. A centrifugacdo durou 5 minutos e a leitura
espectrofotométrica 1 minuto, totalizando 10 minutos de andlise. Durante todo o procedimento
os microtubos foram mantidos em banho de gelo e em suporte fechado para que as amostras se

mantivessem em ambiente na auséncia de luz a fim de evitar a fotodegradacao dos pigmentos.

4.4. Otimizacio da extracio de compostos intracelulares de biomassa umida

A secagem de microalgas dispende de grandes quantidades de energia, visto que as
lamas de microalgas do processamento se encontram em baixas concentragdes de solidos. O
alto custo envolvido neste processo faz com que sejam necessarios processos de extragcdo de
biocompostos de interesse a partir da biomassa umida.

Neste projeto foram realizadas otimizagdes que objetivaram maximizar a extracao de
biocompostos a partir da biomassa imida. Foram realizadas as otimizac¢des da hidrolise da
biomassa para a extragdo de carboidratos, da extragcdo de lipideos a partir de uma mistura de
solventes organicos em 3 sistemas de agita¢do diferentes e da extracdo de pigmentos em etanol

na presenca de dgua.

4.4.1. Carboidratos

As microalgas possuem carboidratos estruturais e de reserva. O amido € o principal
polissacarideo de reserva. Assim, para otimizar as condi¢des de hidrolise da biomassa e
maximizar a extragdo dos carboidratos, um estudo sobre as condigdes de hidrélise do amido e
da biomassa foi realizado, por meio da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).

Foram realizados delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR) com 3
variaveis, totalizando 19 combinagdes entre os niveis dos fatores de interesse, sendo 8 pontos
cubicos (+1 e -1), 6 pontos axiais (+a € -a) e 5 repetigdes no ponto central. As variaveis
analisadas foram a temperatura (°C), o tempo (min) e a concentragao do acido sulfarico (mol
L. A variavel resposta dos planejamentos foi o teor de carboidratos totais determinado pelo

método fenol sulftrico. A Tabela 2 representa as varidveis e os niveis que foram avaliados na
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otimizacdo da hidrélise, enquanto a Tabela 3 ¢ a matriz de contraste dos coeficientes
codificados e decodificados do DCCR executado.

As etapas de analise da resposta foram a hidrélise da biomassa (B.1), extragao (B.2),
reacoes (B.4) e espectrofotometria (B.5), exatamente como descritas na se¢ao 4.3.3. A tUnica
diferenca ocorre na etapa de hidrolise, onde as condigdes de processo (temperatura,
concentragdo de acido sulfurico e tempo) foram as descritas na Tabela 3 para cada unidade

experimental.

Tabela 2. Variaveis e niveis da otimiza¢do da hidrolise

Nivel
-1,682 -1 0 1 1,682
Temperatura (°C) 29,8 40 55 70 80,2
Tempo (min) 9,5 30 60 90 110
Conc. Acido (mol L) 03 1 2 3 368

Variavel

Os experimentos foram realizados em duplicata para os pontos fatoriais e axiais (1 a
14). Os pontos 15 a 19 ja sdo repeticdes do ponto central, sendo executado apenas uma vez
cada.

Tabela 3. Matriz de contraste dos coeficientes do DCCR a 3 variaveis

Codificado Decodificado
Ensaio Temp. Tempo Qo.n e Temp. Tempo go.n ¢
©C) (s) Acido ©C) (s) Acido
(mol/L) (mol/L)
1 -1 -1 -1 40 30 1
2 -1 -1 1 40 30 3
3 -1 1 -1 40 90 1
4 -1 1 1 40 90 3
5 1 -1 -1 70 30 1
6 1 -1 1 70 30 3
7 1 1 -1 70 90 1
8 1 1 1 70 90 3
9 -1,682 0 0 29,8 60 2
10 1,682 0 0 80,2 60 2
11 0 -1,682 0 55 9,5 2
12 0 1,682 0 55 110 2
13 0 0 -1,682 55 60 0,30
14 0 0 1,682 55 60 3,68
15 0 0 0 55 60 2
16 0 0 0 55 60 2
17 0 0 0 55 60 2
18 0 0 0 55 60 2
19 0 0 0 55 60 2
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Os efeitos de cada variavel foram calculados, bem como os coeficientes do modelo
proposto. A analise de significancia dos efeitos foi realizada a partir das diferengas estatisticas
dos efeitos e dos respectivos erros padroes por meio do teste t a um nivel de significancia de
5%. O modelo ajustado foi avaliado pela falta de ajuste, por meio da Anélise de Variancia
(ANOVA), andlise de identidade e a andlise de distribuicdo dos residuos. A andlise de
identidade foi realizada por meio da regressao linear do grafico gerado pelos valores medidos
e preditos do modelo. Apds todas as andlises descritas, o ponto 6timo de cada variavel foi

determinado.

4.4.2. Lipideos

Para otimizar a extragdo dos lipideos foram realizados estudos do rendimento de
extragdo de 6leo em 3 sistemas de agita¢do diferentes sendo eles o vortex, a mesa de agitagao
orbital e o sistema de tamboramento, por meio da Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR).

O sistema de tamboramento consiste de um disco com garras acopladas onde sdo
encaixados tubos de 50 mL. Os discos possuem um eixo central responsavel por fazer os
mesmos girarem a velocidades controladas. A cada giro, os tubos sdo invertidos a 180° fazendo
com que o fluido interior seja misturado por tombamento. Uma representagdo esquematica do

sistema, montado pela equipe do Laboratorio de Biocombustiveis, estd exibida na Figura 3.

Figura 3. Sistema de agitagdo por tamboramento.
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O sistema de agitagdo orbital que foi utilizado esta representado na Figura 4. Neste

sistema os tubos de 50 mL foram dispostos na horizontal.

Figura 4. Mesa de agitacdo orbital para extragdo de lipideos.

A velocidade de agitacdo dos tubos em cada sistema era diferente. Para o sistema tipo
mesa de agitacdo orbital (MA 140/CF, Marconi, Brasil), a velocidade foi de 300 rpm. O sistema
de tamboramento, que possuia um didmetro de 24 cm, trabalhou a 50 rpm. O vértex (TS200,
ARSEC, Brasil) foi utilizado em sua velocidade maxima de 3200 rpm.

Foram realizados delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR) com 2
variaveis, totalizando 11 combinagdes entre os niveis dos fatores de interesse, sendo 4 pontos
cubicos (+1 e -1), 4 pontos axiais (+o e -a) e 3 repeticdes no ponto central. As varidveis
analisadas foram a concentragdo de biomassa (% m/v) e o tempo de extragcdo (min). A varidvel
resposta dos planejamentos foi o teor de lipideos determinado pelo método Schmid-
Bondzynski-Ratzlaff. As Tabela 4 e Tabela 5 apresentam as varidveis e os niveis que foram
avaliadas na otimizacdo da extracdo, enquanto as Tabela 6 e Tabela 7 representam as matrizes
de contraste dos coeficientes codificados e decodificados dos DCCR propostos.

As etapas de analise consistiram da hidrélise acida (D.1), extracao bifasica (D.2) e
gravimetria (D.3), como descritas na secdo 4.3.4, com algumas diferencas na etapa de hidrolise
acida e extracdo bifasica. Na etapa de hidrélise 4cida, as quantidades de biomassa, dcido e dgua

foram as descritas pelas Tabela 6 e Tabela 7 para cada unidade amostral. A relagdo de
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quantidade de acido (mol)/biomassa (g) foi constante para todos os experimentos, visto que a
concentragdo do 4cido ndo era um fator varidvel do processo.

Foi executado um planejamento experimental em cada sistema de agitacdo, sendo
avaliados diferentes tempos de extracdo para cada unidade experimental. Estes tempos foram
os descritos nas Tabela 6 e Tabela 7.

Os experimentos foram realizados em duplicata para os pontos fatoriais e axiais (1 a

8). Os pontos 9 a 11 ja sdo repetigdes do ponto central, sendo executado apenas uma vez cada.

Tabela 4. Variaveis ¢ niveis da otimizacdo da extracdo nos sistemas de tamboramento ¢ mesa de
agitacdo orbital

Nivel
-141 -1 0 1 14
Concentracio Biomassa (%om/m) 6,586 7 &8 9 9,4
Tempo (min) 13,787 20 35 50 56,2

Variavel

Tabela 5. Variaveis e niveis da otimizacdo da extragdo no sistema de agitagdo do tipo vortex

Nivel
-1,682 -1 0 1 1,682
Concentracio Biomassa (Yom/m) 6,586 7 8 9 9,4
Tempo (s) 18,78 25 40 55 61,21

Variavel

Tabela 6. Matriz de contraste dos coeficientes do DCCR a 2 variaveis para os sistemas de mesa de
agitacao orbital e tamboramento

Codificado Decodificado Quantidades

Ensaio  [Biomassa] Tempo [Biomassa] Tempo Biomassa HCI8 mol L' Agua

(% m/m) (min) (% m/m) (min) (2 (mL) (mL)
1 -1 -1 7,0 20,0 0,35 3,5 1,5
2 1 -1 9,0 20,0 0,45 4,5 0,5
3 -1 1 7,0 50,0 0,35 3,5 1,5
4 1 1 9,0 50,0 0,45 4,5 0,5
5 -1,414 0 6,6 35,0 0,33 3,3 1,2
6 1,414 0 9,4 35,0 0,47 4,7 0,3
7 0 -1,414 8,0 13,8 0,4 4,0 1,0
8 0 1,414 8,0 56,2 0,4 4,0 1,0
9 0 0 8,0 35,0 0,4 4,0 1,0
10 0 0 8,0 35,0 0,4 4,0 1,0
11 0 0 8,0 35,0 0,4 4,0 1,0
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Tabela 7. Matriz de contraste dos coeficientes do DCCR a 2 variaveis para extragdo no sistema de
agitacao do tipo vortex

Codificado Decodificado Quantidades

Ensaio  [Biomassa] Tempo [Biomassa] Tempo Biomassa HCI 8 mol L! Agua

(% m/m) (min) (% m/m) (min) (€3] (mL) (mL)
1 -1 -1 7,0 25,0 0,35 3,5 1,5
2 1 -1 9,0 25,0 0,45 4,5 0,5
3 -1 1 7,0 55,0 0,35 3,5 1,5
4 1 1 9,0 55,0 0,45 4,5 0,5
5 -1,414 0 6,6 40,0 0,33 33 1,2
6 1,414 0 9,4 40,0 0,47 4,7 0,3
7 0 -1,414 8,0 18,78 0,4 4,0 1,0
8 0 1,414 8,0 61,21 0,4 4,0 1,0
9 0 0 8,0 40,0 0,4 4,0 1,0
10 0 0 8,0 40,0 0,4 4,0 1,0
11 0 0 8,0 40,0 0,4 4,0 1,0

Os efeitos de cada variavel foram calculados, bem como os coeficientes do modelo
proposto. A andlise de significancia dos efeitos foi realizada a partir das diferencas estatisticas
dos efeitos e dos respectivos erros padrdes por meio do teste t a um nivel de significancia de
5%. O modelo ajustado foi avaliado pela falta de ajuste, por meio da Analise de Variancia
(ANOVA), andlise de identidade e a andlise de distribuicdo dos residuos. A andlise de
identidade foi realizada por meio da regressdo linear do grafico gerado pelos valores medidos
e preditos do modelo. Apds todas as andlises descritas, o ponto 6timo de cada variavel foi

determinado.

4.4.3. Pigmentos

A extracdo de pigmentos de biomassa de microalgas ocorre por meio de solventes
anidros, geralmente acetona ou etanol (DAMERGI et al., 2017). A otimizagdo da extracdao de
pigmentos a partir da biomassa umida foi realizada por meio da avaliagdo do teor de
carotenoides, clorofila a, clorofila b e clorofila total em funcao da fracdo de etanol presente na
mistura de etanol/agua utilizada. A Tabela 8 expressa as fragcdes de etanol, e as quantidade de

cada componente da mistura em cada experimento.
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Tabela 8. Otimizacao da extragdo de pigmentos fotossintéticos de biomassa imida

Fraciode Etanol Agua Biomassa

D Etanol (mL) (mL) (2)
1 0 0 1,5 0,15
2 0,2 0,3 1,2 0,12
3 0,3 0,45 1,05 0,105
4 0,4 0,6 0,9 0,09
5 0,5 0,75 0,75 0,075
6 0,6 0,9 0,6 0,06
7 0,7 1,05 0,45 0,045
8 0,8 1,2 0,3 0,03
9 0,9 1,35 0,15 0,015

10 1,0 2,0 0 0,02

As etapas de analise foram a hidrélise da biomassa (D.1) e a espectrofotometria (E.3),
exatamente como descritas na se¢ao 4.3.5. A unica diferenga se da na etapa de extragdo, onde
o etanol anidro foi substituido por uma mistura de etanol anidro e 4gua nas proporgdes expressas
na Tabela 8 para cada ponto experimental.

O ponto 6timo de extragao de biomassa imida foi aquele no qual foi possivel extrair
pelo menos 85% do total de pigmentos em relacdo ao extraido com etanol anidro.

Hynstova et al. (2018) relataram que a absor¢ao maxima de cada tipo de pigmento
varia fortemente com o tipo de solvente. Para avaliar este fato foi realizada uma varredura para

a obtencdo do espectro de absor¢ao dos pigmentos para cada unidade experimental presente na

Tabela 8.
4.5. Validacio de indicadores de rompimento celular

Indicadores de rompimento celular sdo definidos como aqueles compostos ou
propriedades fisico-quimicas que variam suas unidades de acordo com o nivel de rompimento
celular, preferencialmente de forma linear. Neste projeto, associou-se o nivel de rompimento
celular com o nimero de células totalmente rompidas ou danificadas no total de células
presentes em uma amostra da biomassa.

Para a realizacdo dos experimentos foram adotados 5 niveis de rompimento celular,
sendo eles 0, 25, 50, 75 € 100%. Para cada uma destes 5 lotes de biomassas foram determinados
os teores de biocompostos ou as propriedades fisico-quimicas que potencialmente sdo

indicadores de rompimento celular, representados na Tabela 9.

25



Tabela 9. Potenciais indicadores de rompimento celular

ID Potencial indicador de rompimento celular
B Teor de proteinas soluveis
C Teor de carboidratos soluveis
Teor de D Teor de lipideos totais
biocompostos E Teor de pigmentos
F Teor de compostos nitrogenados
G Teor de perda de massa
Propriedades

=

. . Propriedades reologicas
fisico-quimicas

Para a realizagdo desta se¢do de experimentos foram executadas as ectapas de
preparacao das biomassas secas, das biomassas umidas, a execug¢do dos protocolos e avaliagao

de cada indicador de rompimento celular.

4.5.1. Preparacio das biomassas secas com 5 niveis de rompimento

As biomassas com niveis distintos de rompimento foram produzidas por meio de
composi¢des massicas das “biomassa 17 e “biomassa 2”. A Tabela 10 expressa as quantidades
de biomassa 1 e 2 que foram misturadas para produzir cada 100 gramas de biomassa com nivel

de rompimento diferente.

Tabela 10. Biomassas secas com niveis distintos de rompimento

ID ROT;;?:I:ZZ to Biomassa 1 (g) Biomassa 2 (g)
3.1 0% 100 0

3.2 25% 75 25

33 50% 50 50

3.4 75% 25 75

3.5 100% 0 100

A biomassa de 0% de rompimento foi a biomassa 1, representada nas Figura 1 e Figura
2. Apos todas as operacdes unitarias que foram necessarias desde o cultivo até obtengao da
biomassa liofilizada e peneirada (1), esperou-se que uma pequena parte das cé€lulas estivessem

danificadas, o que ndo comprometeu a defini¢do desta biomassa como sendo o nivel 0%. Todos
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os protocolos foram executados nesta biomassa e os teores e valores dos compostos e
propriedades fisicas considerados como o valor minimo de referéncia.

A biomassa de 100% de rompimento foi a biomassa 2, representada nas Figura 1 e
Figura 2. Nao houve garantia de que todas as células estavam rompidas ou danificadas, mas
para fins destes experimentos esta biomassa foi considerada como 100%, isto €, a biomassa
com o maximo de rompimento. Micrografias de luz foram realizadas para afericdo do
rompimento das células. As biomassas de 25, 50 e 75% de rompimento foram produzidas pela
mistura das biomassas 1 e 2 (0 e 100%), de acordo com a Tabela 10. A partir de todo o processo
descrito foram gerados 5 lotes de biomassas (3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ¢ 3.5, Figura 2), que estavam

secas e possuiam 5 distintos niveis de rompimento.

4.5.2. Preparacio das biomassas imidas com 5 niveis de rompimento

Amostras de cada um dos 5 lotes de biomassa seca, 3.1 a 3.5 (Figura 2), foram
misturadas a uma solucio de tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 6,8, em tubos de 50 mL, a uma
concentracdo de 10% (m/v). Os tubos foram mantidos em mesa de agitacdo orbital (MA
140/CF, Marconi, Brasil) por 30 minutos a 300 rpm. Apos este tempo, foram geradas 5
suspensdes de microalgas a 10% (m/v) de concentracgao (4.1 a 4.5,Figura 2), cada uma associada
a um nivel de rompimento celular diferente (0 a 100%).

Uma fra¢do de cada uma destas suspensodes, 4.1 a 4.5 (Figura 2), foi utilizada para a
avaliacdo dos indicadores D, E, G, e H (Tabela 9). O restante foi centrifugado (Heraus
Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 14000g por 5 minutos para a obten¢do dos
sobrenadantes (5.1 a 5.5, Figura 2) para a avaliacdo dos indicadores B, C, F e G (Tabela 9), e
dos péletes (6.1 a 6.5,Figura 2) que foram descartados.

4.5.3. Analise dos teores de biocompostos e propriedades fisicas

Os teores de proteinas soluveis (B, Tabela 9), carboidratos soluveis (C, Tabela 9) e
compostos nitrogenados soluveis (F, Tabela 9) foram determinados a partir dos sobrenadantes

(5.1 a 5.5, Figura 2) oriundos da centrifugacao das 5 biomassas umidas (4.1 a 4.5, Figura 2).
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4.5.3.1. Teor de proteinas soluveis

A extragdo das proteinas soluveis foi realizada por meio da mistura das biomassas com
5 niveis de rompimento distintos com tampdo fosfato (pH=6,8) 0,1 mol L' em uma
concentragdo de 10% (m/v) em microtubos de 2 mL. Estes tubos foram mantidos em mesa de
agitacdo orbital (MA 140/CF, Marconi, Brasil) por 15 minutos e posteriormente centrifugados
(Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 20000g por 10 minutos. Os sobrenadantes
destes sistemas foram separados e seguiram para a analise de proteinas por meio das etapas de
reacdes (B.3) com o reagente de Bradford e espectrofotometria (B.4), exatamente como descrito

na secao 4.3.2.

4.5.3.2. Teor de carboidratos soluveis

A extracao dos carboidratos soluveis foi realizada por meio da mistura das biomassas
com 5 niveis de rompimento distintos com tampdo fosfato (pH=6,8) 0,1 mol L' em uma
concentracdo de 10% (m/v) em microtubos de 2 mL. Estes tubos foram mantidos em mesa de
agitacdo orbital (MA 140/CF, Marconi, Brasil) por 15 minutos e posteriormente centrifugados
(Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 20000g por 10 minutos. Os sobrenadantes
destes sistemas foram separados. O teor de carboidratos soluveis foi determinado por meio das

etapas de hidrodlise 4cida 2 (C.3), reagdes (C.4) e espectrofotometria (C.5).

e Hidrolise 4cida 2 (C.3): Uma aliquota de 500 pL de sobrenadante foi pipetada em microtubos
de 2 mL. Em seguida, foram pipetados 1,5 mL de 4cido sulfirico 4 mol L™!, de modo que a
concentracdo final do 4cido no microtubo fosse de 3,0 mol L', O sistema foi mantido em
banho ultratermostatizado (0214M2, Quimis, Brasil), a 90°C por 1 hora e 30 min.

As etapas de reacoes (C.4) e espectrofotometria (C.5) foram realizadas exatamente

como descrito na se¢do 4.3.3.

4.5.3.3. Teor de compostos nitrogenados

A extracdo dos compostos nitrogenados soluveis foi realizada por meio da mistura das
biomassas com 5 niveis de rompimento distintos com tampao fosfato (pH=6,8) 0,1 mol L"! em
uma concentragao de 10% (m/v) em microtubos de 2 mL. Estes tubos foram mantidos em mesa
de agitacdo orbital (MA 140/CF, Marconi, Brasil) por 15 minutos e posteriormente
centrifugados (Heraus Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 20000g por 10 minutos. Os
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sobrenadantes destes sistemas foram separados. A determinacdo do teor de compostos

nitrogenados ocorreu em etapa unica de espectrofotometria (F.1).

e Espectrofotometria (F.1): Aliquotas de 100 uL do sobrenadante foram diluidas em 900 pL.
Aliquotas de 200 pL desta diluicdo foram pipetados em microplacas de 96 pocos. Foram
realizadas varreduras espectrais na regido do ultravioleta (UV), de 200 a 400 nm. Foram
identificados picos na regido do 260 nm. A absorbancia no comprimento de onda 260 nm

foi utilizada como indicativo da presenca de compostos nitrogenados.

Os teores de lipideos (D, Tabela 9), pigmentos (E, Tabela 9), perda de massa (G, Tabela
9) e propriedades reologicas (H, Tabela 9) foram determinados a partir das 5 biomassas imidas

(4.1 a4.5, Figura 2).

4.5.34. Teor de lipideos

A extracao dos lipideos foi realizada por meio da mistura das biomassas com 5 niveis
de rompimento distintos com tampao fosfato (pH=6,8) 0,1 mol L' em uma concentracio de
10% (m/v) em tubos de 50 mL. Estes tubos foram mantidos em mesa de agitacdo orbital (MA
140/CF, Marconi, Brasil) por 15 minutos. A seguir, a determinacao do teor de lipideos ocorreu
por meio das etapas de extragdo bifésica (D.2) e gravimetria (D.3), exatamente como descritos
na sec¢ao 4.3.4. Existiu apenas uma unica diferenca na etapa D.2. A otimizagdo da extracao dos
lipideos que foi realizada, mostrou que o rendimento de lipideos ¢ maximo com a
homogeneiza¢do dos tubos em mesa de agitacdao orbital (MA 140/CF, Marconi, Brasil) a 300
rpm por 30 minutos em cada extragdo. Assim, a agita¢do por vortex na etapa D.2 foi substituida

por estas condi¢des Otimas.
4.5.3.5. Teor de pigmentos

A extracdo dos pigmentos foi realizada por meio da mistura das biomassas com 5
niveis de rompimento distintos com tampdo fosfato (pH=6,8) 0,1 mol L' em uma concentragio
de 10% (m/v) em microtubos de 2 mL. Estes tubos foram mantidos em mesa de agitagdo orbital
(MA 140/CF, Marconi, Brasil) por 15 minutos e seguiram para a determinag¢do do teor de
pigmentos que ocorreu por meio das etapas de extracdo da biomassa Umida (E.2) e
espectrofotometria (E.3).

e Extracdo biomassa umida (E.2): As condi¢des de extracdo da biomassa timida foram
determinadas pela otimizagao realizada anteriormente. Uma amostra de 300 pL de cada uma

das 5 biomassas umidas (10% m/v) foram dispostas em microtubos de 2 mL, sendo
29



acrescentado a seguir 1200 pL de etanol anidro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os
tubos foram agitados em vortex por 10 segundos e em seguida centrifugados (Heraeus
Multifuge X3R, Thermo Scientificc EUA) a 20000g por 5 minutos. O sobrenadante foi
separado e seguiu para a analise espectrofotométrica.

e Espectrofotometria (E.3): A andlise espectrofotométrica ocorreu como descrito na se¢ao

4.3.5.

4.5.3.6. Teor de perda de massa

A andlise de perda de massa foi realizada em duas etapas, sendo elas a lavagem da

biomassa (H.1) e gravimetria (H.2).

e [avagem da biomassa (H.1): amostras de 5 mL da suspensio de biomassa imida (10% m/m)
foram dispostas em tubos de 50 mL. Adicionou-se 30 mL de tampdo fostato, 0,1 mol L,
pH=6,8, a cada tubo, sendo estes mantidos em mesa de agitacdo orbital (MA 140/CF,
Marconi, Brasil) por 15 minutos. Apods agitacdo, os tubos foram centrifugados (Heraeus
Multifuge X3R, Thermo Scientific, EUA) a 14000 xg por 10 minutos. Foram pipetados 25
mL do sobrenadante que foram dispostos em erlenmeyers de 250 mL previamente secos
(102 °C, 5 horas) e pesados em balanca analitica (AUW220D, Shimadzu, Japao). A seguir
foram adicionados aos tubos 25 mL de tampdo fosfato 0,1 mol L™}, pH=6,8, e os tubos foram
novamente agitados e centrifugados nas mesmas condi¢des anteriores. Este processo foi
repetido 4 vezes, totalizando 5 bateladas de lavagens da biomassa, gerando um total de 125
mL de sobrenadante contendo os compostos soluveis extraidos da biomassa.

e Gravimetria (D.3): os erlenmeyers com os extratos das 5 etapas de lavagem foram levados a
secagem a 102°C por 48 horas. A diferenca entre as massas do erlenmeyer com o extrato do
sobrenadante e vazio em relagc@o a biomassa inicial determinou o teor de perda de massa %

(m/m).

4.5.3.7. Propriedades reologicas

A andlise das propriedades reologicas das suspensdes de microalgas foi realizada por
meio da mistura das biomassas com 0% (4.1, Figura 2) e 100% (4.5, Figura 2) de rompimento
com tampdo fosfato (pH=6,8) 0,1 mol L' em uma concentragio de 10% (m/v) em tubos de 50
mL. Estes tubos foram mantidos em mesa de agitacdo orbital (MA 140/CF, Marconi, Brasil)

por 15 minutos e posteriormente as suspensoes analisadas, em etapa unica (I.1) no redmetro.
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Os experimentos foram conduzidos no redmetro RHEOTEST® RN 4.1 (Rheotest,
Alemanha). O redmetro aplicou uma variacao linear de aumento da taxa de deformagdo com
tempo. Para cada amostra de 20 mL foram realizadas 3 rampas distintas e sequenciais, sendo a
primeira com a variagdo crescente da taxa de deformacdo (0 a 2000 s™', subida 1), a segunda
com a variagdo decrescente (2000 a 0 s™!, descida 1) e a terceira novamente com variacio
crescente (0 a 2000 s™!, subida 2). O tempo de anélise foi de 900 s para cada rampa e a
temperatura foi controlada por um banho termocirculador, mantido a 25°C. Foram coletados
dados de tempo, taxa de deformacdo (s™!), tensdo de cisalhamento (mPa) e viscosidade aparente
(Pa s) em intervalo de tempo de 3 segundos, totalizando 300 pontos para cada curva.

A analise reoldgica consistiu de 6 repeticdes para as amostras de microalgas sem
rompimento e 3 repeti¢des para as microalgas rompidas. Foram gerados os reogramas para cada
repeticdo, para os dados médios com representacao do intervalo de confianga de cada ponto da
curva, além do reograma com ajuste do modelo reoldgico e das 3 rampas distintas em um unico
grafico. O modelo considerado para o ajuste dos dados experimentais foram o modelo da Lei

de Poténcia.

4.5.4. Avaliacio dos indicadores de rompimento celular

Um bom indicador ¢ aquele que apresentar resultados estatisticamente diferentes para
biomassas com niveis de rompimento distintos. Para a avaliagao dos indicadores de rompimento
celular foram executados os protocolos com as suspensdes de biomassa (4.1 a 4.5, Figura 2) e
com os sobrenadantes (5.1 a 5.5, Figura 2). Foram realizadas analises de variancia (ANOVA)
a 5% de significancia (0=0,05), onde o tratamento avaliado foi o nivel de rompimento celular
(02 100%).

Para os indicadores em que a ANOVA foi significativa (p-valor < 0,05), isto ¢, niveis
de rompimento distintos geraram distintos resultados nos teores de biocompostos ou nas
propriedades fisico-quimicas, foram realizadas andlises adicionais. Para estes casos foram
gerados graficos de dispersdo dos dados, andlise de regressdo pelo método dos minimos
quadrados no software SigmaPlot 11.0, bem como a andlise de varidancia (ANOVA) da
regressao e a analise de distribui¢do dos residuos de cada modelo gerado. Assim, foi possivel
obter modelos que relacionassem os teores de biocompostos ou propriedades fisico-quimicas

com o nivel de rompimento celular.
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5. RESULTADOS

Os experimentos foram conduzidos conforme planejamento experimental e os
resultados sdo apresentados em trés seg¢des: analise da composi¢ao centesimal, otimizagao da
extracdo de biocompostos a partir da biomassa umida e analise de indicadores de rompimento

celular mecanico.
5.1. Analise de composicio centesimal

A composi¢do centesimal da biomassa foi expressa em teores de umidade, massa seca,

cinzas, massa seca livre de cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos.
5.1.1. Teor de umidade, massa seca, cinzas e massa seca livre de cinzas

A biomassa umida representa a totalidade da biomassa (100%). Esta ¢ composta do
teor de umidade e da biomassa seca. Esta ultima ainda ¢ composta do teor de cinzas e da

biomassa seca livre de cinzas, como expresso na Figura 5.

BIOMASSA
UMIDA

I
v v

BIOMASSA
UMIDADE SECA
I
) 4 \ 4
BIOMASSA
SECA LIVRE DE CINZAS
CINZAS

Figura 5. Representacao esquematica da composicdo da biomassa.

A biomassa obtida posteriormente a classificacdo granulométrica foi dividida em dois
lotes. No primeiro lote ndo foi realizada nenhuma operagao unitaria adicional, sendo o mesmo
utilizado da forma em que se encontrava. O segundo lote foi submetido a lavagens sucessivas
com tampdo fosfato 0,1 mol L para a retirada de compostos solaveis e seguida de secagem em
estufa a 105 °C até massa constante.

A Tabela 11 apresenta os valores médios e o intervalo de confianca a 95% do teor de
umidade, massa seca, cinzas € massa seca livre de cinzas para a biomassa sem lavagem e para

a biomassa lavada. Os dados completos das analises se encontram no Apéndice A.
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Tabela 11. Teores de umidade, massa seca, cinzas e massa seca livre de cinzas da biomassa peneirada
e sem lavagem

Teor (% m/m)

Parametro

Sem lavagem Lavada
Teor de Umidade 9,0331 <+ 0,5622 8,0458 £+ 0,8272
Teor de Massa seca 90,9669 + 0,5622 91,9542 + 10,8271
Teor de Cinzas 36,2197 + 0,3818 36,1210 + 0,2123
Teor de massa seca livre de Cinzas 54,7473 + 0,7187 55,8332 £+ 10,9002

Os autores Miranda et al. (2018) realizaram um trabalho de anélise de viabilidade da
utilizacdo da biomassa de Scenedesmus sp. para fins energéticos. O teor de cinzas dessa
biomassa submetida ao processo de peletizacdo foi de 18,02 % em massa. Os autores
compararam todos os resultados de caracterizagdo com dados da ISO 17225-6, que estabelece
padrdes para biodiesel de diversas fontes. Para as biomassas aquaticas, as cinzas deveriam
compor de 6 a 10 % no maximo da biomassa total.

Gong et al. (2019) avaliaram a substitui¢do parcial da farinha de peixe pela biomassa
da microalga Scenedesmus sp.. Na caracterizagdo da biomassa os autores encontraram um teor
de cinzas médio de 8,3% em massa.

Tomas-Almenar et al. (2018) cultivaram a Scenedesmus almeriensis em efluente
residual da producdo de suinos para alimentag@o de truta arco-iris e verificaram teor de cinzas
de 17,7% em massa na biomassa. Assim, por meio dos valores reportados na literatura para o
género Scenedesmus, conclui-se que o teor de cinzas tem relagdo estreita com as variaveis de
crescimento celular, como o meio e condi¢des de cultivo.

Diante dos teores de cinza observados para a biomassa de Scenedesmus sp., nao foi
possivel estabelecer um valor de referéncia, tendo em vista que a variagdo dos mesmos foi alta.
O teor de cinzas encontrado neste estudo (36,2 %, Tabela 11) extrapolou significativamente a
faixa observada na literatura. No entanto, ¢ importante destacar que o cultivo utilizado neste
trabalho foi realizado com fertilizantes agricolas, que nao possuem grau de pureza analitica,
contendo uma parcela significativa de compostos insoliveis. A

Tabela 12 descreve a quantidade em massa dos compostos insoliveis presente nos

fertilizantes utilizados para a formulagdo do meio de cultura.
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Tabela 12. Teor de insoluveis dos fertilizantes

Umidade a 65°C Insoluveis

Fertilizante % (m m)
Ureia 0,89 0,00
Superfosfato Simples 7,80 23,47
Monofosfato de amoénio (MAP) 5,06 9,15
Cloreto de Potassio 0,53 2,52
Sulfato de Ferro Monohidratado 6,88 7,37
Sulfato de Magnésio Heptahidratado 20,43 0,00

Assim, foi possivel concluir que o alto teor de cinzas da biomassa utilizada foi devido
aos compostos insoluveis presentes no meio de cultivo a base de fertilizantes agricolas. Nao
haviam compostos soliveis em quantidade significativa, uma vez que nao houve diferenca

estatistica significativa entre as cinzas da biomassa com e sem o processo de lavagem.

5.1.2. Teor de lipideos

A Tabela 13 expressa teores de lipideos de microalgas de diversas espécies e métodos

de rompimento.

Tabela 13. Teor de lipideos da linhagem Scenedesmus obliquus BR0O03 e comparagdo com valores
reportados da literatura

Met(fdo de Microalga Teor de lipideos Referéncia
rompimento (% m/m)
.. Scenedesmus obliquus
+
Acido BRO03 15,892+ 0,413 Este trabalho
Chlorella sp. 14,0 Lu et al. (2016)
Enzimatico
Scenedesmus sp. 12,6 Zhang et al. (2018)
Spirulina sp. 5,81 Pohndorf et al. (2016)
Microondas
Chlorella pyrenoidosa 19,03 (Cheng et al. (2013)
Autoclave Spirulina sp. 5,65 Pohndorf et al. (2016)
Moinho Spirulina sp. 5,69 Pohndorf et al. (2016)
Ultrassom Spirulina sp. 7,0 Martinez et al. (2017)
Liquido i6nico Chlorella sp. 19,86 Shankar et al. (2017)

Os valores encontrados para a biomassa utilizada neste projeto encontram-se dentro

do intervalo de teores encontrados por outros autores.
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5.1.3. Teor de proteinas

O teor de proteinas foi determinado por espectrofotometria, como descrito pela secao
4.3.2. A biomassa foi rompida e as proteinas solubilizadas e identificadas pela absorbancia a
585 nm apos as reagdes de Bradford. O teor de proteinas da biomassa foi de (58, 655 + 0,512)
%. O teor de proteinas encontrados para a biomassa de Scenedesmus obliqguus BR 003 ¢ similar
ao teor encontrado por Mathimani et al. (2019) também para a biomassa de Scenedesmus

obliquus , que foi de 50-56%.

5.1.4. Teor de carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado por espectrofotometria, como descrito pela
secdo 4.3.3. Os carboidratos complexos foram hidrolisados aos monossacarideos e identificados
pela absorbancia a 490 nm apds a reagdo fenol-acido sulfurico. O teor de carboidratos da
biomassa foi de (26,184 + 0,325) %.

A quantidade de carboidratos presentes na célula ¢ totalmente dependente das
condi¢des de cultivo. Shankar et al. (2017) determinaram que o teor de carboidratos total para
a microalga Scenedesmus obliquus foi de 10-17% da biomassa seca, 0 mesmo encontrado por
Mathimani et al. (2019). O valor encontrado no presente trabalho foi maior do que os
apresentados na literatura. Esse fato pode ser atribuido a alguma condigdo de estresse da

microalga, que estimulou o acimulo de carboidrato.

5.2. Otimizacio de extracido de biocompostos de biomassa umida
5.2.1. Carboidratos
5.2.1.1. Hidroélise do amido

A otimizagdo das condigdes de hidrolise da biomassa da microalga Scenedesmus sp.
BRO003, foi realizada por meio da otimizacao da hidrélise do amido e da biomassa. O amido ¢
o principal carboidrato de reserva e a otimizacao da hidrélise do mesmo se fez necessaria como
estudo preliminar para a delimitagdo dos niveis das varidveis na hidrdlise da biomassa.

Os experimentos correspondentes ao Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para a hidrolise do amido foram executados e as respostas podem ser observadas na

Tabela 14.
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Tabela 14. DCCR a 3 varidveis para hidrolise do amido

Parametro decodificado Concentracio
Ensaio Temperatura Tempo [H2SO4] Carboidratos
(°C) (s) (mol L) (mg L)
1 40 30 1 169,5
2 40 30 3 195,1
3 40 90 1 182,1
4 40 90 3 209,4
5 70 30 1 273,0
6 70 30 3 270,8
7 70 90 1 2574
8 70 90 3 259.9
9 29,8 60 2 156,7
10 80,2 60 2 262,3
11 55 9,5 2 207,2
12 55 110 2 258.,8
13 55 60 0,30 204,2
14 55 60 3,68 261,4
15 55 60 2 249,5
16 55 60 2 255,5
17 55 60 2 271,4
18 55 60 2 247,77
19 55 60 2 263,5

Os efeitos de cada variavel foram calculados e estdao apresentados na Figura 6. A analise
de significancia dos efeitos foi realizada a partir das diferencas estatisticas dos efeitos e dos
respectivos erros padrdes por meio do teste t a um nivel de significancia de 5%. Os efeitos das
3 variaveis analisadas (temperatura, concentracdo do 4cido e tempo) foram significativas a 95%
de confianga. A temperatura ¢ a varidvel que mais afeta a hidrélise do amido, seguido da
concentracgao do acido e por ultimo o tempo de hidrélise. O efeito da interag@o entre temperatura
e tempo também foi significativo, enquanto que as outras interagdes de segunda ordem nao

foram significativas.
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(1)Temperatura (°C)(L)
Temperatura (°C)(Q)
(3)Concentragao do acido (mol/L)(L)
Concentracdo do acido (mol/L)(Q)

(2)Tempo (min)(L

-

Tempo (min)(Q)
1Lby3L
2Lby3L

1Lby2L

%38,7036

7 7

%—29,6023

26,60519

-11,1196

%% 8,753051

-8,11132

-6,19963

2,833708

49702

p=,

05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 6. Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a hidrélise do amido.

O modelo foi avaliado pela falta de ajuste, por meio da Analise de Variancia (ANOVA),

analise de identidade e a analise de distribuicdo dos residuos. A analise de identidade foi

realizada por meio da regressdo linear do grafico gerado pelos valores medidos e preditos do

modelo, como apresentado na Figura 7 e na Tabela 15.
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Figura 7. Identidade do modelo: analise de regressdo entre a absorbancia medida e a predita (a) ¢ a

distribuicao dos residuos do ajuste.
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Tabela 15. Coeficientes da regressao linear da analise de identidade do modelo

Variavel Valor
Coeficientes da regressao a b
(y=aX+b) 0,97169 0,03504
Coeficiente de correlacio (R?) 0,9717

O modelo ajustado apresentou boa correlacao entre os valores previstos pelos modelos
e os experimentais, sendo o R? igual a 0,9717. A ANOVA foi significativa, a falta de ajuste
ndo-significativa e a distribuicdo dos residuos aleatoria. Diante destes resultados, o modelo foi
considerado consistente para a explicacdo da relagdo entre a resposta e as variaveis. Os
coeficientes do modelo estdo expressos na Tabela 16. Os dados completos se encontram no
Apéndice C.

Tabela 16. Coeficientes do modelo do teor de carboidratos em func¢do da temperatura (T), concentragido
do acido (C) e tempo (t)

Erro
padrio

Média  1,366256  0,006138
T() 0,143815  0,003716
T(Q) -0,110004 0,003716
C(L) 0,032525 0,003716
C(Q 0030142 0003716
t(L) 0098831  0,003715
t(Q)  -0,041360  0,003720
TC 0,007266  0,004854
Tt -0,030082  0,004852
Ct 0,013750  0,004852

Variavel Coeficientes

As superficies de resposta foram geradas e estdo apresentadas no Apéndice C. As
Figura 8, Figura 9 e Figura 10 apresentam as superficies de resposta e os graficos de contorno
no tempo de 120 minutos, na concentracdo de acido de 4,0 mol L™! e na temperatura de 80 °C,
respectivamente. Nas trés figuras, a absorbancia foi expressa em fun¢do das outras duas
variaveis, excetuando a que foi fixada. A hidrélise converte o amido em glicose, que reage com
fenol gerando produtos que absorvem luz no comprimento de onda de 490 nm, de acordo com
o protocolo. Assim, a absorbancia do hidrolisado esté diretamente ligada a quantidade de amido

que sofreu hidroélise e esta foi adotada como a resposta nas analises de otimizagao.
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Figura 8. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno da hidrélise do amido no tempo de 120
minutos, com absorbancia em fun¢do da temperatura (°C) e concentragdo de H,SO4 (mol L1).
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Figura 9. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) da hidrolise do amido na concentragdo de
4,0 mol L' de H»SO4, com absorbancia em fung¢do do tempo (min) e da temperatura (°C).
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Figura 10. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno da hidrélise do amido na temperatura 80°C,
com absorbancia em fun¢do do tempo (min) e concentragdo de HoSO4 (mol L).

O intervalo de temperaturas em que foram obtidos os maiores teores de carboidratos
foi de 70 a 80°C, entre 80 e 120 minutos, e para concentragao do acido sulfurico acima de 3,0
mol L' Pela analise grafica das Figura 8, Figura 9 e Figura 10 foi estabelecido que as condigdes
de hidrolise da biomassa seriam as mesmas da hidrolise do amido, visto que os intervalos que

contém o ponto 6timo foram adequadamente delimitados nesse estudo.

5.2.1.2. Hidrélise da biomassa

Os experimentos correspondentes ao Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para a hidrdlise da biomassa foram executados e as respostas podem ser observadas
na Tabela 17.

Os efeitos de cada variavel foram calculados e estdo apresentados na Figura 11. A
analise de significancia dos efeitos foi realizada a partir das diferencas estatisticas dos efeitos e
dos respectivos erros padrdes por meio do teste t a um nivel de significancia de 5%. Os efeitos
das 3 variaveis analisadas (temperatura, concentracdo do acido e tempo) foram significativas a
95% de confianga. A temperatura ¢ a varidvel que mais afeta a hidrolise da biomassa, seguido
da concentracdo do acido e por ultimo o tempo de hidrdlise. O efeito da interagdo entre
concentra¢do do acido e tempo foi significativo, enquanto que as outras interagdes de segunda

ordem nao foram significativas.
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Tabela 17. DCCR a 3 variaveis para hidrolise da biomassa

Parametro decodificado Concentracio
Ensaio Temperatura Tempo [H2SO4] Carboidratos
(°C) (s) (mol L) (% m/m)

1 40 30 1 6,2

2 40 30 3 4,4

3 40 90 1 2,0

4 40 90 3 12,4
5 70 30 1 19,1
6 70 30 3 242
7 70 90 1 24,0
8 70 90 3 244
9 29,8 60 2 2,9

10 80,2 60 2 23,5
11 55 9,5 2 3,6

12 55 110 2 20,9
13 55 60 0,30 3,6

14 55 60 3,68 26,2
15 55 60 2 20,4
16 55 60 2 19,4
17 55 60 2 21,4
18 55 60 2 18,6
19 55 60 2 19,7

(1)Temperatura (°C)(L) E % %28,57139-
(3)Concentragao do acido (mol/L)(L) E % 117,43416

(2)Tempo (min)(L) 'E % ] 11,57358

Tempo (min)(Q) W,mms

Temperatura (°C)(Q)

Concentragéo do acido (mol/L)(Q)

2Lby3L
1Lby2L

1Lby3L

% -4,67384

_

%_

3,987083

1,322185

,Q01443

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 11. Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a hidrélise da biomassa.
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O modelo foi avaliado pela falta de ajuste, por meio da Analise de Variancia
(ANOVA), andlise de identidade e a andlise de distribuicdo dos residuos. A andlise de
identidade foi realizada por meio da regressao linear do grafico gerado pelos valores medidos

e preditos do modelo, como apresentado na Figura 12 e na Tabela 18.
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Figura 12. Identidade do modelo: analise de regressdo entre a absorbancia medida e a predita (a) e a
distribuicao dos residuos do ajuste.

Tabela 18. Coeficientes da regressdo linear da analise de identidade do modelo

Variavel Valor
Coeficientes da regressiao a b
(y=aX+b) 0,9350 0,0529
Coeficiente de correlaciao (R?) 0,9350

O modelo ajustado apresentou boa correlacdo entre os valores previstos pelos modelos
e os experimentais, sendo o R? igual a 0,9350. A ANOVA foi significativa, a falta de ajuste
nao-significativa e a distribui¢cdo dos residuos aleatoria. Diante destes resultados, o modelo foi
considerado consistente para a explicagdo da relagdo entre a resposta e as variaveis. Os
coeficientes do modelo estdo expressos na Tabela 19. Os dados completos se encontram no

Apéndice C.
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Absorbidncia

Tabela 19. Coeficientes do modelo do teor de carboidratos em func¢do da temperatura (T), concentragido
do acido (C) e tempo (t)

Variavel Coeficientes Erro padrao

Média  1,036773 0,021837
T(@L)  0,377805 0,013223
T(Q) -0,119363  0,013232
C(L) 0153006  0,013220
C(Q -0,135855  0,013221
t(L) 0230412 0,013216
t(Q)  -0,061848  0,013233
TC 0,022833 0,017269
Tt 0,015562  0,017263
Ct 0,068830  0,017263

As superficies de resposta foram geradas e estdo apresentadas no Apéndice C. As
Figura 13, Figura 14 e Figura 15 expressam as superficies de resposta e os graficos de contorno
na concentracio de acido de 4,0 mol L™!, no tempo de 120 minutos e na temperatura de 80 °C,
respectivamente. Nas trés figuras, a absorbancia foi expressa em fun¢do das outras duas
variaveis, excetuando a que foi fixada. A hidrélise converte o amido em glicose, que reage com
fenol gerando produtos que absorvem luz no comprimento de onda de 490 nm, de acordo com
o protocolo. Assim, a absorbancia do hidrolisado esta diretamente ligada a quantidade de amido

que sofreu hidrdlise e esta foi adotada como a resposta nas analises de otimizagao.

140 |
120
100

80 |

Tempo (min)

. 6.8
¢ XKD 60 k

& 955

40

20

40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

(@) (b)

Figura 13. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno da hidrélise da biomassa na concentragio de
4,0 mol L' de H»SO4, com absorbancia em fung¢do do tempo (min) e da temperatura (°C).
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Figura 14. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno da hidrdlise da biomassa no tempo de 120
minutos, com absorbancia em fun¢do da temperatura (°C) e concentragdo de H,SO4 (mol L).
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Figura 15. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno da hidrélise da biomassa na temperatura
80°C, com absorbancia em fun¢do do tempo (min) e concentragdo de HSO4 (mol L).
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A hidroélise da biomassa, devido a sua complexa composi¢ao exigiu condigdes mais
drésticas de rompimento, quando comparado a hidrélise do amido. A regido da temperatura em
que foram obtidos os maiores teores de carboidratos foi de 80 a 90°C, entre 100 e 120 minutos
e concentragdo do 4cido sulfiirico acima de 4,0 mol L. Assim, pela anélise das Figura 13,
Figura 14 e Figura 15 e da Tabela 17, estabeleceu-se como condi¢ao 6tima para a hidrdlise da
biomassa a temperatura de 90 °C, tempo de 120 min e concentrac¢io de acido de 4,0 mol L.

Castro et al., (2015) otimizaram as condi¢des de hidrodlise de algas de aguas residuarias
para a producao de agucares e posterior fermentacdo. As varidveis analisadas foram a
temperatura, a concentragdo de acido sulfurico e tempo de hidrélise. A concentragdo de acido
sulfarico variou de 0 a 1,5 mol L', em intervalo de tempo de 40 a 120 min e temperaturas de
23 a 90 °C. O planejamento experimental realizado foi o fatorial completo. As condigdes 6timas
de hidrélise encontradas foram de concentracdo de acido de 1,0 mol L™ durante 120 minutos
em temperatura na faixa de 80 e 90°C. Os autores consideraram, também, os custos do processo
para a defini¢do do ponto 6timo, e concluiram que o ganho de rendimento em temperaturas
superiores nao justifica o custo energético envolvido.

Rizza et al., (2017) otimizaram as condigdes de cultivo, de hidrdlise e de fermentagao
da microalga Desmodesmus sp. Utilizando as mesmas varidveis de otimizacao deste estudo, os
autores definiram a regido 6tima para temperatura entre 90 e 120 °C, concentra¢do de acido
entre 2,5 e 3,5 mol L' e tempo de 60 minutos de hidrélise.

Teh et al., (2017) usaram o tratamento de acido sulftrico diluido, com aquecimento
assistido por micro-ondas para a otimizagdo das condi¢des de hidrdlise, onde as varidveis
concentracao de acido sulfurico e temperaturas de reagdo foram estudadas. O tempo de hidrolise
foi fixado em 10 minutos. As temperaturas avaliadas foram de 150 a 170 °C e as concentracdes
do 4cido 0,1 e 0,2 mol L'!. As condigdes otimizadas para a hidrélise foram temperatura de 160
°C e concentragio de acido sulfirico menor que outras estudos (0,1 mol L.

Os resultados encontrados neste estudo sdo coerentes com os encontrados na literatura,
para as mesmas condi¢des experimentais. As diferengas sao justificadas principalmente porque
as microalgas, mesmo que sejam da mesma espécie, variam a sua composicao de acordo com

as condic¢oes de cultivo.
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5.2.2. Lipideos

Para consolidar a extragdo de lipideos por via imida foram realizadas otimizagdes de
extracdo em 3 sistemas de agitacdo diferentes, sendo eles o tamboramento, a mesa de agitagao

orbital e o vortex.
5.2.2.1. Sistema de agitacao por tamboramento

Os experimentos correspondentes ao Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para a extracao de lipideos no sistema de tamboramento foram executados e as

respostas podem ser observadas na Tabela 20.

Tabela 20. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) a 2 variaveis para extragdo de lipideos
no sistema de tamboramento

Decodificado .
Ensaio  [Biomassa] Tempo Teor dleo
. (% m/m)
(% m/m) (min)
1 7,0 20,0 15,888
2 9,0 20,0 15,794
3 7,0 50,0 17,973
4 9,0 50,0 15,412
5 6,6 35,0 18,382
6 9,4 35,0 14,867
7 8,0 13,8 14,830
8 8,0 56,2 15,255
9 8,0 35,0 15,761
10 8,0 35,0 15,465
11 8,0 35,0 15,619

Os efeitos de cada varidvel foram calculados e estdo apresentados na Figura 16. A
analise de significancia dos efeitos foi realizada a partir das diferengas estatisticas dos efeitos e
dos respectivos erros padroes por meio do teste t a um nivel de significancia de 5%. Os efeitos
lineares das 2 varidveis analisadas (teor de biomassa e tempo), o efeito quadratico da
concentracdo de biomassa e o efeito de interagcdo foram significativos a 95% de confiangca. A

concentragdo da biomassa € o efeito mais significativo na extragdo de lipideos.
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(1)Concentragdo Biomassa(L) % . -18,18)
Concentragdo Biomassa(Q) 7 %9,826218
1Lby2L -8,32196
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 16. Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a extracdo de lipideos no sistema de
tamboramento.

O modelo foi avaliado pela falta de ajuste, por meio da Analise de Variancia (ANOVA),
analise de identidade e a analise de distribui¢do dos residuos. A analise de identidade foi
realizada por meio da regressdo linear do grafico gerado pelos valores medidos e preditos do

modelo, como apresentado na Figura 17 e na Tabela 21.
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Figura 17. Identidade do modelo: analise de regressdo entre os teores medidos e preditos.
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Tabela 21. Coeficientes da regressao linear da analise de identidade do modelo

Equacao . valor-P 5 valor-P Distribuicio
y=ax+bh Cocficientes (teste t) R (ANOVA) dos residuos

Curva 2 0,9088 + 0,0960 <0,0001
padrio b 14537 + 15329 03677

0,9088 <0,0001 Aleatdria

O modelo ajustado apresentou boa correlagdo entre os valores previstos pelos modelos
e os experimentais, sendo o R? igual a 0,9088. A ANOVA foi significativa, a falta de ajuste
nao-significativa e a distribuicao dos residuos aleatéria. Diante destes resultados, o modelo foi
considerado consistente para a explicagdo da relacdo entre a resposta e as variaveis. Os
coeficientes do modelo estdo expressos na Tabela 22. Os dados completos se encontram no

Apéndice D.

Tabela 22. Coeficientes do modelo do teor de lipideos em fungdo da concentragdo de biomassa (C) e
tempo (t) para o sistema de agitagdo por tamboramento

Coeficientes Erro Padrao
Média 15,61499 0,085573
C@L) -0,95316 0,052403
C Q) 0,61288 0,062372

t (L) 0,28811 0,052403
t@Q  -0,17790 0,062372
Ct -0,61673 0,074109

O efeito da concentracdo de biomassa se torna mais significativo com o aumento do
tempo (Figura 18). Verifica-se, ainda, que o efeito do tempo se torna mais significativo com a
diminuicdo da concentracdo de biomassa. A extragdo neste sistema apresentou maior
rendimento em lipideos para concentragdes de biomassa menores, possivelmente devido a
transferéncia de massa entre as fases ser limitada pela quantidade de biomassa presente no
sistema ou o tipo de agitagdo ndo ¢ o mais adequado para este sistema bifasico. Para este
sistema, o nivel das varidveis que permite o maior rendimento de lipideos, dentre os intervalos

avaliados, foi de 60 minutos e teor de biomassa de 6%.
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Figura 18. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) da extragdo de lipideos no sistema de
tamboramento em fun¢do do tempo (min) e concentragcdo de biomassa (% m/m).

5.2.2.2. Sistema de mesa de agitacdo orbital

Os experimentos correspondentes ao Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para a extra¢do de lipideos no sistema de agitagdo orbital foram executados e as

respostas podem ser observadas na Tabela 23.

Tabela 23. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) a 2 variaveis para extragdo de lipideos
no sistema de mesa de agitacdo orbital

Decodificado .
Ensaio  [Biomassa] Tempo Teor oleo
. (% m/m)
(% m/m) (min)
1 7,0 20,0 17,284
2 9,0 20,0 14,786
3 7,0 50,0 19,807
4 9,0 50,0 15,814
5 6,6 35,0 19,997
6 9,4 35,0 14,668
7 8,0 13,8 15,380
8 8,0 56,2 16,042
9 8,0 35,0 16,189
10 8,0 35,0 16,544
11 8,0 35,0 15,360
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Os efeitos de cada varidvel foram calculados e estdo apresentados na Figura 19. A
analise de significancia dos efeitos foi realizada a partir das diferencas estatisticas dos efeitos e
dos respectivos erros padrdes por meio do teste t a um nivel de significancia de 5%. Os efeitos
lineares das 2 variaveis analisadas (concentracdo da biomassa e tempo) e o efeito quadratico da
concentra¢do de biomassa foram significativos a 95% de confianca. Nenhum efeito de intera¢ao

foi significativo A concentragdo da biomassa ¢ o efeito mais significativo na extragdo de

lipideos.
(1)Concentragao de Biomassa(L) 2-27,9755
(2)Tempo(L) 8,952351
V72 i
Concentragdo de Biomassa(Q) | 7/ 7,834717
1Lby2L 4,21449

7 |

Tempo(Q) | |3

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 19. Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a extracdo de lipideos no sistema de mesa
agitadora.

O modelo foi avaliado pela falta de ajuste, por meio da Andlise de Variancia
(ANOVA), andlise de identidade e a andlise de distribui¢do dos residuos. A andlise de
identidade foi realizada por meio da regressao linear do grafico gerado pelos valores medidos
e preditos do modelo, como apresentado na Figura 20 e na Tabela 24.

O modelo ajustado apresentou boa correlacdo entre os valores previstos pelos modelos
e os experimentais, sendo o R? igual a 0,957. A ANOVA foi significativa, a falta de ajuste nado-
significativa e a distribuicdo dos residuos aleatoria. Diante destes resultados, o modelo foi
considerado consistente para a explicacdo da relagdo entre a resposta e as variaveis. Os
coeficientes do modelo estdo expressos na Tabela 25. Os dados completos se encontram no

Apéndice D.
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Figura 20. Identidade do modelo: analise de regressao entre os teores medidos e preditos.

Tabela 24. Coeficientes da regressao linear da analise de identidade do modelo

Equacao . valor-P 5 valor-P Distribuicio
y=ax+b Coeficientes (teste t) R (ANOVA) dos residuos

Curva a 09570 + 0,0676 <0,0001
padrio b 07155 + 1,1305 0,5426

0,957  <0,0001 Aleatoria

Tabela 25. Coeficientes do modelo do teor de lipideos em fungdo da concentragdo de biomassa (C) e
tempo (t) para o sistema de mesa de agitagdo orbital

Erro
padrao

Média 16,36411 0,102346
c@) -1,75333 0,062674
CQ) 0,58444 0,074597
t(L) 0,56108 0,062674
t(Q) -0,22637 0,074597

Ct -0,37355 0,088634

Coeficientes

O efeito da concentracdo de biomassa se torna mais significativo com o aumento do
tempo de extracao (Figura 21). O efeito do tempo se torna mais significativo com a diminui¢ao
da concentracdio de biomassa, como também verificado no sistema de extragdo por
tamboramento. Para o sistema de agitacdo orbital, o nivel das varidveis que permite o maior
rendimento de lipideos, nos intervalos avaliados, foi para um teor de biomassa de 6% com 60

minutos de extragao.
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Figura 21. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno da extracdo de lipideos no sistema de mesa
de agitacdo orbital em fungdo do tempo (min) e concentragdo de biomassa (% m/m).

5.2.2.3. Sistema de agitacio por vortex

Os experimentos correspondentes ao Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) para a extragao de lipideos com agitacdo intensa, em agitador tipo vortex (TS200,

ARSEC, Brasil) foram executados e as respostas podem ser observadas na Tabela 26.

Tabela 26. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) a 2 variaveis para extragao de lipideos
no sistema de vortex

Decodificado )

Ensaio  [Biomassa] Tempo Toeor Oleo

©mm) (5 omm)
1 7 25 15,86
2 9 25 12,57
3 7 55 14,91
4 9 55 12,83
5 6,58 40 14,90
6 9,41 40 13,53
7 8 18,78 14,10
8 8 61,21 14,10
9 8 40 14,23
10 8 40 14,24
11 8 40 14,12
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Os efeitos de cada varidvel foram calculados e estdo apresentados na Figura 22. A

analise de significancia dos efeitos foi realizada a partir das diferengas estatisticas dos efeitos e

dos respectivos erros padrdes por meio do teste t a um nivel de significancia de 5%. Os efeitos

da concentracdo da biomassa e do tempo nao foram significativos, dentro dos intervalos de

nivel avaliados

(1)Concentragdo Biomassa(L)

1Lby2L

Concentragdo Biomassa(Q)

Tempo(Q) ¥

(2)Tempo(L)

/ / -3,31433

i ,7746061
e :
5736826
%:'”,3933808
— |
) |-313505

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 22. Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a extragdo de lipideos no sistema de vortex.

O modelo foi avaliado pela falta de ajuste, por meio da Anélise de Variancia (ANOVA),

analise de identidade e a analise de distribuicdo dos residuos. A analise de identidade foi

realizada por meio da regressao linear do grafico gerado pelos valores medidos e preditos do

modelo, como apresentado na Figura 23 e na Tabela 27.
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Figura 23. Identidade do modelo: analise de regressao entre os teores medidos e preditos.
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Tabela 27. Coeficientes da regressao linear da analise de identidade do modelo

Equacao . valor-P 5 valor-P Distribuicao
y=ax+bh Cocficientes (teste t) R (ANOVA) dos residuos

Curva a 0,8196 + 0,1282 <0,0001
padrio b 25491 + 18145 10,1936

0,8196 <0,0001 Aleatdria

O modelo ajustado ndo apresentou boa correlagdo entre os valores previstos pelos
modelos e os experimentais, sendo o R? igual a 0,8196. A ANOVA foi nao significativa, além
de apresentar falta de ajuste. Desta forma, o modelo foi considerado inconsistente para a
explicagdo da relagdo entre a resposta e as variaveis. Além disso, os teores extraidos foram
menores do que os dos outros sistemas avaliados, sendo assim o sistema de agitagao por vortex
ndo foi considerado adequado para a extracdo de lipideos. Os dados completos se encontram

no Apéndice D.

5.2.3. Pigmentos

A extragdo de pigmentos das microalgas € realizada por meio de solventes organicos
anidros, geralmente etanol ou acetona. A extra¢ao de biocompostos a partir de biomassa imida
¢ objetivo deste trabalho, visto que a secagem da biomassa ainda ¢ considerada
economicamente inviavel em um contexto atual de biorrefinaria de microalgas. Assim sendo,
foi realizado o desenvolvimento de uma metodologia de extragdo dos pigmentos em biomassa
umida.

A partir de certa quantidade de suspensao da biomassa foi adicionada outra quantidade
de etanol, resultando em solugdes alcoolicas em diversas fragdes. A extragdo dos pigmentos em
solucdes compostas por agua e etanol em diferentes fragdes foi executada e os resultados podem

ser observados na Tabela 28.
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Tabela 28. Teor, em mg ¢!, de pigmentos fotossintéticos a partir de solugdes alcodlicas em diferentes

fracdes

df?ti?ol Carotendides Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
0 0,0087 =+ 0,0004 0,0044 + 0,0003 0,0072 + 0,0005 0,0116 £+ 0,0008
0,2 0,0330 + 0,0025 0,0543 + 0,0059 0,0293 + 0,0026 0,0837 + 0,0085
0,3 0,0783 + 10,0045 0,1545 + 0,0095 0,0772 + 0,0046 0,2316 + 0,0140
0,4 0,0558 + 0,0028 0,1623 + 0,0072 0,0639 + 0,0031 0,2263 + 0,0103
0,5 0,2107 =+ 0,0085 0,3015 + 0,0054 0,0941 + 0,0022 0,3956 + 0,0076
0,6 0,8382 + 0,0179 0,9030 + 0,0275 0,3680 + 0,0115 1,2710 + 0,0389
0,7 2,2862 + 0,0105 3,8817 + 0,0328 1,4508 + 0,0100 5,3325 + 0,0422
0,8 3,0195 + 0,0614 7,0106 + 0,1081 2,0829 + 0,0209 9,0935 + 0,3979
0,9 3,1369 + 0,1027 7,3696 + 0,2267 2,3040 + 0,0500 9,6736 + 0,8750
1,0 3,1608 + 0,0112 7,0936 + 0,0377 2,3906 + 0,0312 9,4842 + 0,5551

Os picos de absorbancia méxima dos pigmentos foram afetados tanto em intensidade

quanto em sua posi¢ao no espectro em fun¢ao da quantidade de etanol utilizado. Foram geradas

as curvas de absor¢do espectral para todas as solugdes alcoolicas descritas na Tabela 28 para a

verificagdo dos picos. Da composicao de 0 a 50% de etanol o pico dos carotendides migrou de

470 para 465 nm e o da clorofila de 662 para 666 nm (Figura 24). Da composic¢ao de 60 a 100%

os picos foram coerentes com a literatura (HYNSTOVA et al., 2018), sendo o espectro obtido

apresentado na Figura 25. Todos os graficos referentes as concentracdes de etanol utilizadas

sao apresentados no Apéndice C.
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Figura 24. Espectro de absorc¢do do extrato de pigmentos em solucdo alcodlica 50 % etanol.
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Figura 25. Espectro de absor¢do do extrato de pigmentos em solugdo alcoolica 90 % etanol.

A partir dos dados da Tabela 28 foram construidos graficos representados pelas Figura

26, Figura 27, Figura 28 e Figura 29 que expressaram, respectivamente o teor de carotendides,

clorofila a, clorofila b e clorofila total em fung¢ao da fragao de etanol.
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1,0

0.5 -

Teor de Carotendides (mg/g)

0,0 -
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Fragdo de Etanol

Figura 26. Variacdo dos teores de carotenoides extraidos em funcdo da fragdo em volume de etanol.
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Figura 27. Variacao dos teores de clorofila a extraidos em fun¢do da fracdo em volume de etanol.
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Figura 28. Variacao dos teores de clorofila b extraidos em funcdo da fragdo em volume de etanol.
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Figura 29. Variacao dos teores de clorofila total extraidos em fungéo da fragdo em volume de etanol.

Das Figura 26, Figura 27, Figura 28 ¢ Figura 29 pode-se verificar que, tanto para os
carotendides quanto para as clorofilas, o teor de pigmentos extraidos em funcdo da fracdo de
etanol apresentou comportamento sigmoidal. Considerando o aumento gradual da fracdo de
etanol, tém-se que teor de pigmentos presente nos extratos ¢ praticamente nulo até a fragdo em
volume de 50% de etanol em agua. A partir de 60%, o teor aumenta exponencialmente até a
fracdo de 80%, onde o teor fica estacionario até a fragdao de 100%.

Os modelos sigmoidais foram gerados por meio de regressdes ndo-lineares. Para a
validag@o do modelo foram realizados testes t a 5% para a significancia dos coeficientes, bem
como a ANOVA e a andlise de distribuicao dos residuos. Estes dados da analise de regressao

estdo expressos na Tabela 29.
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Tabela 29. Analise da regressdo do teor de pigmentos em fun¢do da fracao de etanol

Pigmento Equacio Coeficientes valor-P g, valorP Dim&z: e

g quag (teste t) (ANOVA) o
. a 31776 + 00271  <0,0001 <0,0001

Carotendides Y= Gz b 00522 + 00021 <0,0001 09994 <0,0001  Aleatéria
+e b\ 06515 + 00026 <0.0001 <0,0001
. a 73440 £ 0,323 <0,0001 <0,0001

Clorofilaa Y=gz b 00433 + 00044 <00001 09975 <0,0001  Aleatéria
Tre by 06921 £ 00046  <0,0001 <0,0001
. a 23492 £ 00393  <0,0001 <0,0001

Clorofilab ¥ =———m=y b 00517 + 00041 <0000 09979 <0,0001  Aleatéria
Tte 5 % 06794 + 00047  <0,0001 <0,0001
. a 96954 £ 01362  <0,0001 <0,0001

clorotila— y=——p 0,0458 + 00034 <0001 09985 <0,0001  Aleatéria
T+e »  y0 06889 + 00037 <0000l <0,0001

Pelos resultados de extragdo de pigmentos, pode-se afirmar que a partir de uma
suspensao aquosa de biomassa a 10 % (m/v) de concentragdo, o uso de uma solug¢do de 80 %
em volume de etanol permite a extra¢ao de 96 % dos pigmentos (carotendides e clorofilas), em
relagdo a quantidade extraida com o etanol anidro e biomassa seca. Este resultado permite
concluir ainda que a biorrefinaria de microalgas para extracdo de pigmentos por via umida

possui viabilidade técnica.
5.3. Valida¢ao como indicador de rompimento celular

A validagdo de cada indicador de rompimento celular foi realizada por meio da
execucdo dos protocolos descritos nas 5 amostras de biomassas que possuiam niveis de
rompimento distintos. A relagdo entre o nivel de rompimento e cada teor avaliado indicou quais

foram os potenciais indicadores de rompimento celular mecénico.
5.3.1. Teor de proteinas soluveis

O espectro de absorcao de luz dos produtos da reagdo de Bradford foi gerado para a
verificagdo do(s) pico(s) de absorbancia. O comprimento de onda de 595 nm, presente no
protocolo descrito por Bradford, encontrou-se na regido de maxima absortividade da luz e foi

escolhido para determinacao do teor de proteinas da microalga Scenedesmus obliguus BR003.
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Os teores de proteinas das amostras com niveis de rompimento distintos sdo
apresentados na Tabela 30. A Figura 30 apresenta um grafico de dispersao e ajuste dos dados

do teor de proteinas soluveis em fun¢do do nivel de rompimento celular.

Tabela 30. Absorbancia, concentracdo e teor do extrato de proteinas soluveis a partir de biomassa em
distintos niveis de rompimento celular

. Teor
Rompimento
P (mg/g)
0% 11,361 + 0,561
25% 13,671 + 0,541
50% 14,927 + 0,356
75% 16,269 + 0,095
100% 17,788 + 0,137
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Figura 30. Dispersao dos dados de concentragio de proteinas em func¢do do nivel de rompimento.

Os ajustes dos dados da curva padrao e da validacdo do teor de proteinas como indicador
de rompimento foram realizados por meio de regressoes lineares. A andlise das regressoes foi
realizada por meio de um teste t (95%) de significancia dos coeficientes do modelo, pela anélise
de variancia da regressao (ANOVA) e pela distribuicao dos residuos. A Tabela 31 apresenta os

dados da analise do modelo.
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Tabela 31. Analise das regressoes lineares da curva padrdao de BSA e do teor de proteinas em fungio
do nivel de rompimento

Equacio . valor-P ) valor-P  Distribuicio

y=ax+bh Coeficientes (testet) X (ANOVA) dos residuos
a 0,0015 + 7,1E-5 <0,0001

Curva 0,9914  <0,0001 Aleatéria
padrio b 03153 + 0,0172 <0,0001
idacio a 0,0642 = 00021 <0,0001

Validacio 0,9968 <0,0001 Aleatoria
Indicador b 11,4703 + 0,1293 <0,0001

Os coeficientes do modelo da curva padrdo e da relagdo entre rompimento celular e
teor de proteinas soliveis foram significativos a um nivel de confianga de 95%. Além disso, o
coeficiente de correlacao foi alto (acima de 0,99) e a distribui¢ao dos residuos foi aleatoria. A
ANOVA também foi realizada e foi significativa a 95% de confianga.

Diante destes resultados, a curva gerada foi utilizada para a avaliacdo dos teores de
proteinas na biomassa e a concentragao de proteinas presente na fase aquosa (sobrenadante) da
suspensdo de biomassa pode ser utilizada como indicador de rompimento celular mecéanico,
visto a relagdo linear significativa entre o nivel de rompimento e a concentracdo de proteinas
no meio extracelular.

O espectro de absor¢do de luz dos produtos reacionais de Bradford, as tabelas com os
dados completos da curva padrao e das andlises, os graficos de dispersao de dados e distribui¢ao
dos residuos, além dos dados de testes de significdncia dos coeficientes da regressdo e da

ANOVA da regressao se encontram no Apéndice B.

5.3.2. Teor de carboidratos soluveis

O espectro de absor¢do de luz dos produtos reacionais do protocolo foi gerado para a
verifica¢do dos picos de absorbancia. O comprimento de onda de 490 nm resultou na maior
absor¢dao da luz e foi escolhido para determinacdo do teor de carboidratos da microalga
Scenedesmus obliqguus BR003.

O ajuste dos dados da curva padrao de glicose foi realizado por meio de regressoes
lineares. A andlise das regressdes foi realizada por meio de um teste t (95%) de significancia
dos coeficientes do modelo, pela anélise de variancia da regressao (ANOVA) e pela distribui¢ao

dos residuos. A Tabela 32 apresenta os dados da analise dos modelos.
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Tabela 32. Coeficientes da regressao linear da curva padrao de glicose

Equacao . valor-P 5 valor-P Distribuicio
y=ax+bh Coeficientes (teste t) R (ANOVA) dos residuos

Curva a2 0,0058 + 892E-5 <0,0001
padrio b 00241 = 00174 <0,0001

0,9979 <0,0001 Aleatdria

Os teores de carboidratos das amostras com niveis de rompimento distintos estdo
descritos na Tabela 33. A Figura 31 apresenta um grafico de dispersdo dos dados do teor de
carboidratos em func¢ao do nivel de rompimento celular.

Tabela 33. Absorbancia, concentragdo e teor do extrato de carboidratos soluveis a partir de
biomassa em distintos niveis de rompimento celular

Rompimento Absorbincia Concentracao Teor
P 490 nm (mg L) (mg g
0% 0,456 + 0,004 295441 + 2,508 16,860 + 0,153
25% 0,419 + 0,005 270,393 + 3,720 15481 + 0,221
50% 0,438 + 0,018 283,266 + 12,003 15,989 + 0,650
75% 0,526 + 0,024 343,604 + 16,217 19,741 + 0,941
100% 0,399 + 0,012 256,738 + 8,374 14,681 + 0,449
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Figura 31. Dispersdo dos dados de concentragdo de carboidratos em func¢éo do nivel de rompimento.
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A andlise da Figura 31 permite afirmar que o teor de carboidratos soluveis ¢
independente do nivel de rompimento celular, isto €, esse contetido celular ndo ¢ adequado para
ser utilizado como indicador de rompimento celular. O teor de carboidratos foi estatisticamente
idéntico para os pontos de 0, 25, 50 e 100 % de rompimento, sendo diferente apenas no ponto
de 75%. Assim, sugere-se que os carboidratos intracelulares soliiveis sdo completamente
permedveis na membrana celular, visto que a extracdo dos mesmos ¢ independente do
rompimento. O ponto de 75 % de rompimento possuiu um teor superior, mas esta diferenga
pode ser atribuida ao erro experimental.

O espectro de absor¢do de luz dos produtos reacionais, as tabelas com os dados
completos da curva padrio e das analises, os graficos de dispersdo de dados e distribui¢ao dos
residuos, além dos dados de testes de significancia dos coeficientes da regressdo e da ANOVA

da regressdo se encontram no Apéndice C.

5.3.3. Teor de lipideos

Os teores de lipideos das amostras com niveis de rompimento distintos estao expressos
na Tabela 34. A Figura 32 expressa um grafico de dispersdo dos dados do teor de lipideos em

funcdo do nivel de rompimento celular.

Tabela 34. Teor de lipideos a partir de biomassa em distintos niveis de rompimento celular

Rompimento Teor( ;)en{;llﬁ;deos
0% 8,18 + 0,19
25% 9,61 =+ 0,20
50% 10,39 + 0,21
75% 11,54 + 0,30
100% 12,74 + 0,34
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Figura 32. Dispersdo dos dados do teor de lipideos em fung@o do nivel de rompimento.

O ajuste dos dados do teor de lipideos em fung¢do do nivel de rompimento foi realizado
por meio de regressoes lineares. A andlise das regressdes foi realizada por meio de um teste t
(95%) de significancia dos coeficientes do modelo, pela andlise de varidncia da regressao
(ANOVA) e pela distribuicdo dos residuos. A Tabela 35 apresenta os dados da analise dos

modelos.

Tabela 35. Analise da regressao linear do teor de lipideos em fungdo do nivel de rompimento

Equacio Coeficientes valor-P ) valor-P Distribuicao
y=ax+b (teste t) (ANOVA) dos residuos

Curva 2 0,0443 £ 0,0020 <0,0001
padrdo b 82790 =+ 0,1209 0,0002

0,9941 <0,0001 Aleatoria

A Figura 32 mostra que a relag@o entre o teor de lipideos e o nivel de rompimento ¢
linear. Este fato ¢ confirmado na Tabela 35, tendo em vista que os coeficientes do modelo do
linear foram significativos a um nivel de confianca de 95%, o coeficiente de correlacdo acima
de 0,99, a ANOVA foi significativa e a distribuicdo dos residuos foi aleatoria.

Assim, € possivel concluir que o teor de lipideos da suspensdo de biomassa pode ser
utilizado como indicador de rompimento celular mecanico. Niveis crescentes de rompimento
celular permitem a extragdo de lipideos com maior efetividade e, por conseguinte, obtém-se
teores mais altos desse contetido celular.

As tabelas com os dados completos da curva padrdo e das andlises, os graficos de
dispersdo de dados e distribuicao dos residuos, além dos dados de testes de significncia dos

coeficientes da regressao e da ANOVA da regressao se encontram no Apéndice D.
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5.3.4. Teor de pigmentos

Os teores de carotenodides, clorofila a, clorofila b e clorofila total das amostras com
niveis de rompimento distintos estdo expressos na Tabela 36. As Figura 33, Figura 34, Figura
35 e Figura 36 expressam os graficos de dispersao e ajuste dos dados do teor de carotenoides,
clorofila a, clorofila b e clorofila total em fun¢do do nivel de rompimento celular,

respectivamente.

Tabela 36. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos a partir da biomassa em distintos niveis de
rompimento celular

Rompimento Carotenoides Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
(mg g") (mg g (mg g™ (mgg")
0% 1,003 + 0,013 2,271 + 0,030 0,702 + 0,014 2973 £ 0,043
25% 1,277 + 0,059 2,955 + 0,166 0,967 + 0,049 3,922 £ 0,211
50% 1,559 + 0,021 3,623 + 0,047 1,224 + 0,015 4847 £ 0,063
75% 1,855 + 0,015 4,392 + 0,000 1,475 + 0,019 5,867 + 0,019
100% 2,227 + 0,051 5,264 + 0,115 1,825 + 0,049 7,090 =+ 0,164
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Figura 33. Dispersdo dos dados do teor de carotenoides em fungédo do nivel de rompimento.
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Figura 34. Dispersao dos dados do teor de clorofila a em func¢do do nivel de rompimento.
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Figura 35. Dispersdo dos dados do teor de clorofila b em fungdo do nivel de rompimento.
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Figura 36. Dispersdo dos dados do teor de clorofila total em fung@o do nivel de rompimento.

Os ajustes dos dados da curva padrao e da validacdo do teor de pigmentos como

indicador de rompimento foram realizados por meio de regressdes lineares. A andlise das

regressoes foi realizada por meio de um teste t (95%) de significancia dos coeficientes do

modelo, pela andlise de variancia da regressdo (ANOVA) e pela distribuicdo dos residuos. A

Tabela 37 apresenta os dados da anélise do modelo.

Tabela 37. Analise da regressdo linear da validacdo dos teores de pigmentos como indicadores de

rompimento celular

Equacao

valor-P

valor-P  Distribuicao

. . )
y=ax+bhb Coeficientes (teste t) R (ANOVA) dos residuos
. a 00121 = 0,0004 <0,0001 )
Carotenoides 0,9960 <0,0001 Aleatoria
b 09792 =+ 0,0272 <0,0001
a 0,0297 £+ 0,0010 <0,0001 .
Clorofila a 0,9967 <0,0001 Aleatoria
b 22164 + 0,0599 <0,0001
a 0,0110 = 0,0004 <0,0001 .
Clorofila b 0,9957 <0,0001 Aleatoria
b 0,6878 =+ 0,0255 <0,0001
a 0,0407 + 0,0014 <0,0001 )
Clorofila total 0,9967 <0,0001 Aleatoria
b 29042 + 0,0833 <0,0001

Os resultados da relagdao dos teores de pigmentos em fun¢do do nivel de rompimento

celular indicam que os teores de carotenoides, clorofila a, clorofila b e clorofila total sdao

indicadores de rompimento celular. Esta conclusdo foi ratificada pela significincia dos

coeficientes da relacdo entre rompimento celular e os teores de cada pigmento a um nivel de
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confianca de 95%. Além disso, o coeficiente de correlagdo de cada modelo foi acima de 0,99 ¢
a distribui¢do dos residuos foi aleatoria. A ANOVA também foi realizada para cada modelo,
sendo significativa a 95% de confianga.

As tabelas com os dados completos das analises realizadas, incluindo os graficos de
dispersao de dados e distribui¢ao dos residuos, além dos dados de testes de significancia dos

coeficientes da regressdo e da ANOVA da regressao se encontram no Apéndice E.

5.3.5. Teor de compostos nitrogenados

Compostos nitrogenados geralmente absorvem na regido do espectro de luz
correspondente ao ultravioleta. Os 4cidos nucléicos tem pico de absor¢cdo em 260 nm e algumas
proteinas em 280 nm (LOPEZ et al., 2017). Os espectros de absor¢cdo de luz na regido do
ultravioleta (200 a 400 nm) para sobrenadante das suspensdes de microalga Scenedesmus
obliquus BR003 com 0 e 100% de rompimento foram gerados para a verificagdo do(s) pico(s)
de absorbancia. Avaliou-se também a influéncia da concentra¢ao de tampao fosfato (pH=6,8)
na extragao de tais compostos. O comprimento de onda de 260 nm, encontrou-se na regido de
maxima absortividade da luz, para todos os experimentos realizados e foi escolhido para a
andlise do teor de compostos nitrogenados soliveis da microalga Scenedesmus obliquus
BRO003. A Figura 37 expressa o espectro de absor¢ao na regido do ultravioleta para o extrato de
compostos nitrogenados a partir da extragio com tampdo fosfato 0,1 mol L™!. A Tabela 38
expressa a absorbancia no comprimento de onda de 260 nm para os dois niveis de rompimento

e 3 solventes diferentes.
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Figura 37. Espectros de absor¢ao na regido do ultravioleta do extrato sobrenadante de suspensdes de
microalgas rompidas e concentragio de tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH=6,8).
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Tabela 38. Absorbancia no 260 nm em diferentes solventes niveis de rompimento celular

Solvente 0% rompimento 100% rompimento

Agua deionizada 0,897 + 0,0110 1,246 + 0,0334
Tampao Fosfato 0,1 M 1,793 =+ 0,0358 2,276 + 0,0628
Tampao Fosfato 0,05M 1,533 + 0,0586 1,946 + 0,0282

As absorbancias dos compostos nitrogenados soluveis das amostras com niveis de
rompimento distintos estdo expressas na Tabela 39. A Figura 38 expressa um grafico de
dispersao dos dados das absorbancias dos compostos nitrogenados soltiveis em fung¢io do nivel

de rompimento celular.

Tabela 39. Absorbancias dos compostos nitrogenados soluveis a partir de biomassa em distintos niveis
de rompimento celular

Rompimento Absorbancia (260 nm)

0% 1,491 + 0,00823
25% 1,592 £+ 0,00281
50% 1,661 =+ 0,01750
75% 1,740 £+ 0,01449
100% 1,842 =+ 0,00258
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Figura 38. Dispersdao dos dados de absorbancia dos compostos nitrogenados em funcéo do nivel de
rompimento.
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A andlise das regressdes para os dados de compostos nitrogenados foi realizada por
meio de um teste t (95%) de significancia dos coeficientes do modelo, pela analise de variancia
da regressao (ANOVA) e pela distribuicdo dos residuos. A Tabela 40 apresenta os dados da
analise do modelo.

Tabela 40. Cocficientes da regressdo linear da absorbancia em 260 nm em fun¢do do nivel de
rompimento

Equacao . valor-P ) valor-P Distribuicao
y=ax+bh Coeficientes (testet) X (ANOVA) dos residuos

Curva a 0,0034 =+ 0,0001 0,0001
padrio p 14957 + 0,0080 <0,0001

0,9955 <0,0001 Aleatdria

A absorbancia dos compostos nitrogenados que absorvem no comprimento de onda de
260 nm aumentou linearmente com o aumento do nivel de rompimento linear. Isto significa que
este indice ¢ apropriado para ser utilizado como indicador de rompimento celular. De fato, a
andlise de regressdo linear (Tabela 40) corrobora esta afirmacdo pelos coeficientes da reta
significativos a 95% de confianga, alto coeficiente de correlacdo (R?), uma andlise de variancia
significativa e uma distribuicdo aleatoria dos residuos do modelo.
O espectro de absor¢do de luz dos extratos, as tabelas com os dados completos das
analises, os graficos de dispersdo de dados e distribui¢do dos residuos, além dos dados de testes
de significancia dos coeficientes da regressdo e da ANOVA da regressdo se encontram no

Apéndice F.

5.3.6. Teor de perda de massa

Os teores de perda de massa das amostras com niveis de rompimento distintos estao
expressos na Tabela 41. A Figura 39 expressa um grafico de dispersdo dos dados do teor de

perda de massa em fung¢ao do nivel de rompimento celular.

Tabela 41. Teores de perda de massa de biomassas com distintos niveis de rompimento

Teor de perda de massa
(%)

0% 14,2876 £+ 1,2620

25% 14,6074 £+ 1,5386

ID

50% 14,5293 + 24851
75% 15,1882 + 1,1055
100% 13,9064 + 1,2949
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Figura 39. Dispersdo dos dados de teor de perda de massa em fung@o do nivel de rompimento.

Os teores de perda de massa em niveis distintos de rompimento ndo apresentam
diferenca estatistica a 95% de confianga, como mostrado na Figura 39. Isto significa que este
indice ndo deve ser utilizado como indicador de rompimento celular. Os compostos soluveis
que migraram para a fase aquosa possuiam alta permeabilidade pela membrana celular.

As tabelas com os dados completos das analises, incluindo as repeti¢cdes realizadas se

encontram no Apéndice G.

5.3.7. Propriedades reolégicas

A Figura 40 apresenta o reograma das 3 rampas avaliadas, sendo elas a primeira subida
de 0 22000 s, descida de 2000 a 0 s e subsequente subida de 0 a 2000s™!, para a suspensio

de microalgas sem rompimento celular.
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Figura 40. Reograma de dados médios com representacao das 3 rampas analisadas, subida 1 (e), descida
1 (m) e subida 2 (o) da biomassa de microalgas sem rompimento.

As microalgas sdo microscopicas, com tamanho da ordem de poucos micrometros. A
linhagem em estudo, Scenedesmus obliquus, possui tamanho de 10 pum. Mesmo apds a
classificagdo granulométrica, a biomassa se apresenta como pequenos flocos, isto €, agregados
de células. Assim, a suspensdo de microalgas sem rompimento ¢ heterogénea, visto que o
tamanho dos flocos ¢ varidvel. A Figura 40 evidencia uma histerese entre as 3 curvas,
mostrando que modificagdes irreversiveis ocorreram no material analisado. O cisalhamento
aplicado desintegrou os pequenos flocos, homogeneizando a suspensdo de microalgas. Esta

mudanca foi macroscopica e visual.

Para a andlise reoldgica, o que inclui a modelagem das curvas e a definicdo do
comportamento das suspensoes foi considerada a segunda subida, visto que o material analisado
ja se encontrava homogeneizado. A Figura 41 expressa o intervalo de confianga das medidas
de cada ponto experimental e a Figura 42 expressa a viscosidade aparente em fungao da tensao

de cisalhamento.
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Figura 41. Reograma de dados médios das suspensdes de microalgas sem rompimento, subida 2, com
representacdo do intervalo de confianca a 95% para cada ponto experimental.
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Figura 42. Reograma de dados médios das suspensdes de microalgas sem rompimento, subida 2, com

representacdo da viscosidade aparente em fungdo da taxa de deformacdo.

Os intervalos de confianca sdo pequenos e ratificam que a analise possuiu boa

repetibilidade (Figura 41 eFigura 42). O comportamento andmalo (0 a 300 s™') pode ser

explicado por uma possivel deposi¢do de biomassa no fundo do cilindro no tempo de preparo

do redmetro para a analise. Esta possivel deposi¢do de biomassa produz uma camada inferior

de alta concentragdo de solidos e consequente maior concentragdo e viscosidade da suspensao.
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Ao iniciar o movimento com taxas de deformagdes crescentes o fluido se torna mais
homogéneo, e a viscosidade ¢ bruscamente reduzida e depois se comporta de forma regular no
intervalo de 300 a 2000 s!. Assim, para a modelagem dos reogramas, foi considerado o
intervalo de taxa de deformacdo entre 300 e 2000 s™!. A Tabela 42 apresenta os dados das
analises de regressao dos 4 modelos reoldgicos, sendo eles o0 Newtoniano, Bingham, Ostwald-
de-Waele e Herschel-Bulkley. Tais modelos estdo descritos graficamente nas Figura 43, Figura

44, Figura 45 e Figura 46, respectivamente.

Tabela 42. Analise de regressdo dos modelos reoldgicos

~ . valor-P ) valor-P  Distribui¢io
Modelo Equacio Coeficientes (teste t) R (ANOVA) dos Residuos
Newtoniano T=puy u 65234 £ 0,0585 <0,0001 0,9236 - Tendenciosa
i To -2684,17 + 76,4820 <0,0001 <0,0001 ,
Bingham T=totuy 0,9870 Aleatoria
(linear) p o 85042 + 00614 <0,0001 <0,0001
K 0,1578 + 0,0048 <0,0001 <0,0001 _
Ostwald de Waele . _ pon 0,9990 Aleatéria
(poténcia) n 15102 + 0,0041 <0,0001 <0,0001
To 186,1425 + 37,6652 <0,0001 <0,0001
Herschel-Bulkley . _ "\ pon g 01112 = 00087 <0,0001 09991 <0,0001  Aleatéria
(poténcia)
n 15551 + 0,0101 <0,0001 <0,0001
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Figura 43. Ajuste da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para microalgas sem
rompimento, modelo Newtoniano.
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Figura 44. Ajuste da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacao para microalgas sem
rompimento, modelo de Bingham.
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Figura 45. Ajuste da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para microalgas sem
rompimento, modelo de Ostwald de Waele.
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Figura 46. Ajuste da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacao para microalgas sem
rompimento, modelo de Herschel-Bulkley.

A Tabela 42, juntamente com as Figura 43, Figura 44, Figura 45 e Figura 46 expressam
o comportamento reoldgico das suspensdes de microalgas sem rompimento nas condi¢gdes da
andlise. Os modelos Newtoniano e de Bingham ndo explicam a variacdo da tensdo de
cisalhamento em funcdo da taxa de deformagdo. O ajuste dos mesmos ndo apresenta
significancia estatistica. As suspensoes analisadas sdo fluidos ndo-newtonianos dilatantes, isto
¢, sao fluidos em que a viscosidade aumenta com o aumento da taxa de deformacao. Este fato
também pode ser observado nas Figura 41 e Figura 42, sendo que esta ultima evidencia a
variagdo da viscosidade aparente com a taxa de deformacdo. Os modelos que representam os
fluidos dilatantes sdao o Ostwald-deWaele e o Herschel-Bulkley, ambos com n>1. Para estes
dois modelos, a analise de regressdo foi significativa, como foi exposto na Tabela 42. A
diferenca entre eles ¢ que o Herschel-Bulkley considera que o fluido necessita de uma tensao
inicial para o escoamento. Em se tratando de uma suspensdo aquosa, com baixa concentragdo
de fluidos e baixa viscosidade aparente, a existéncia desta tensdo inicial ndo possui sentido
fisico. Além disso, para o modelo de Herschel-Bulkley, a tensao inicial, 1o, foi negativa, o que
também ndo possui sentido fisico. Assim, o modelo de Ostwald-de-Waele foi o escolhido para
representar o comportamento reoldgico das suspensdes da microalga Scenedesmus obliquus

BRO003, sem rompimento.
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A andlise reoldgica das suspensdes de microalgas com a biomassa rompida foi
executada da mesma forma da biomassa sem rompimento. A Figura 47 expressa o reograma
das 3 rampas avaliadas, sendo elas a primeira subida de 0 a 2000 s™!, descida de 2000a0s"'e

subsequente subida de 0 a 2000s™! para a suspensdo de microalgas rompidas.
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Figura 47. Reograma de dados médios com representacdo das 3 rampas analisadas, subida 1 (e), descida
1 (w) e subida 2 (o) da biomassa de microalgas rompidas.

A histerese que aparece no reograma da biomassa sem rompimento (Figura 40) ndo
ocorre no reograma da biomassa rompida (Figura 47). Isto porque o processo de rompimento
celular utilizado desintegrou os flocos e as proprias células, deixando o material mais

homogéneo e uniforme.
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Figura 48. Reograma de dados médios das suspensdes de microalgas rompidas, subida 2, com
representacdo do intervalo de confianca a 95% para cada ponto experimental.
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Figura 49. Reograma de dados médios das suspensdes de microalgas rompidas, subida 2, com
representacdo da viscosidade aparente em funcdo da taxa de deformagao.

A Figura 48 expressa a média das 3 andlises realizadas. Foi calculado e representado

raficamente o intervalo de confianga a 95% para cada ponto experimental. Os intervalos de
g P P p

confianga sdo pequenos e ratificam que a analise possuiu boa repetibilidade.
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O comportamento andmalo da viscosidade aparente (Figura 49) no intervalo de 0 a
300 s™! também ocorreu da mesma forma que para a biomassa sem rompimento. Este intervalo
também foi desconsiderado das andlises pelos mesmos motivos apresentados.

A Tabela 43 expressa os dados das analises de regressao dos 4 modelos reoldgicos,
sendo eles o Newtoniano, Bingham, Ostwald-de-Waele e Herschel-Bulkley. Tais modelos estiao

descritos graficamente nas Figura 50, Figura 51, Figura 52, Figura 53, respectivamente.

Tabela 43. Analise de regressao dos modelos reologicos

~ . valor-P ) valor-P  Distribui¢io
Modelo Equacao Coeficientes (teste 1) R (ANOVA) dos Residuos
Newtoniano T=uy u 60497 £ 0,0672 <0,0001 0,8960 - Tendenciosa
i To -316422 + 77,8430 <0,0001 <0,0001 _
Bingham T=to+py 0,9861 Aleatoria
(linear) p 83780 = 0,0623 <0,0001 <0,0001
K 00551 £ 0,0018 <0,0001 <0,0001 ,
Ostwald de Waele . _ pon 0,9991 Aleatoria
(poténcia) n  1,6435 = 0,0045 <0,0001 <0,0001
To -297,817 + 31,9179 <0,0001 <0,0001
Herschel-Bulkley . _ "\ pon K 01005 = 00068 <0,0001 09993 <0,0001  Aleatoria
(poténcia)
n  1,5663 =+ 0,0088 <0,0001 <0,0001
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Figura 50. Regressdo linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformagdo para
microalgas rompidas, modelo Newtoniano.
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Figura 51. Regressdo linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para
microalgas rompidas, modelo de Bingham.
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Figura 52. Regressdo ndo-linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para
microalgas rompidas, modelo de Ostwald de Waele.
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Figura 53. Regressdo nao-linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacgdo para
microalgas rompidas, modelo de Herschel-Bulkley.

A Tabela 43, juntamente com as expressam o comportamento reologico das
suspensdes de microalgas rompidas nas condi¢des da andlise. O modelo de Ostwald-de-Waele
foi o escolhido para representar o comportamento reoldgico das suspensdes da microalga
Scenedesmus obliqguus BRO003 rompidas, pelos mesmos motivos apresentados para as
suspensoes de biomassa sem rompimento.

A andlise dos modelos de Ostwald-de-Waele para as biomassas sem rompimento e
rompida sdo apresentadas na Tabela 44. Pela analise da mesma, ¢ possivel inferir que os dois
modelos sdo diferentes, isto é, os coeficientes sdo estatisticamente distintos, considerando o

intervalo de confiang¢a de cada coeficiente.

Tabela 44. Modelos reologicos para biomassas sem rompimento ¢ rompidas

Modelo Equaciao Coeficientes
Ostwald de Waele .= K" K 01578 + 0,0048
sem rompimento L4 n 1,5102 £+ 0,0041
Ostwald de Waele = Ky K 00551 + 0,0018

rompida n  1,6435 £ 0,0045
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Para avaliar se os dois modelos dissemelhantes representavam o mesmo fenomeno
fisico foi realizada uma analise de identidade. Esta analise consistiu de comparar, graficamente,
se as tensdes produzidas pela mesma taxa de deformacgao, pelos dois modelos, eram iguais ou
diferentes. Construiu-se a linha de identidade das tensdes e comparou-se com as geradas pelos

modelos. Esta andlise est4 representada na Figura 54.
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Figura 54. Andlise de identidade dos modelos reoldgicos das microalgas sem rompimento (eixo Xx) e
microalgas rompidas (eixo y), modelo Ostwald-de-Waele.

A curva gerada pelas tensdes de cisalhamento dos dois modelos ndo ¢ coincidente com
a curva identidade. Isto corrobora que os modelos sdo distintos, ou seja, aas biomassas sem
rompimento e rompidas possuem propriedades reologicas diferentes. Para determinar se as
caracteristicas reologicas de suspensdes de microalgas pudessem ser utilizadas como indicador
de rompimento celular mecanico € necessario realizar ensaios com as biomassas em niveis de
rompimento intermediarios (25, 50 e 75%, por exemplo). Tais ensaios ndo foram realizados
neste trabalho.

Esse comportamento dilatante das suspensdes de Scenedesmus obliguus nao foi
observado em suspensdes de microalgas de outras espécies. Yap, Martin, Scales, (2016)
estudaram o comportamento reoldgico de suspensdes de 25% m/m da microalga
Nannochloropsis sp. Tais suspensdes apresentaram comportamento pseudoplastico. O
cisalhamento mecanico foi capaz de reduzir o valor da viscosidade aparente em até 5 ordens de

grandeza.
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Wileman, Ozkan, Berberoglu (2012) estudaram o efeito da concentracdo da biomassa
no comportamento reologico das microalgas Nannochloris sp., Chlorella vulgaris, e
Phaeodactylum tricornutum. Para concentragdes abaixo de 2% (m/m) todas as suspensdes de
comportaram como fluidos newtonianos. Para concentragdes acima de 6%, as microalgas
Nannochloris sp. e Chlorella vulgaris se comportaram como fluidos pseudoplasticos, enquanto
a Phaeodactylum tricornutum se comportou como fluido newtoniano em toda a extensdo da
analise. A faixa de taxa de deformacio avaliada foi de 5 a 280 s™'.

Schneider e Gerber, (2014) caracterizaram a reologia de suspensdes da microalga
Nannochloropsis salina e a influéncia do teor de solidos, além da temperatura. O
comportamento de fluido pseudopléstico foi observado e a viscosidade aparente aumentou com
o teor de solidos e diminuiu com a temperatura, como esperado. A faixa de taxa de deformagao
das analises foi de 0 a 600 s™.

Bernaerts et al. (2017) caracterizaram a reologia de sete suspensdes de espécies
distintas de microalgas para fins alimenticios. O efeito do processamento mecanico e térmico
foi avaliado no trabalho. As microalgas estavam estocadas em freezer a -80 °C, sendo as
espécies Nannochloropsis sp., Odontella aurita, Arthrospira platensis, Schizochytrium sp.,
Chlorella vulgaris, Phaeodactylum tricornutum e Porphyridium cruentum. O tratamento
mecanico consistiu da homogeneizacao industrial a 100 MPa em passe unico. O tratamento
térmico foi uma pasteurizagdo a pH 4. Todas as espécies de microalgas apresentaram
comportamento pseudopléstico, exceto a Nannochloropsis sp. que se comportou como fluido
newtoniano, o que ¢ consistente com os outros trabalhos da literatura. A reologia de todas as
microalgas foi afetada pelo tratamento mecanico e térmico. Este fato corrobora os resultados
deste trabalho.

Diante dos resultados experimentais obtidos nesta pesquisa e os trabalhos reportados
na literatura ¢ possivel concluir que a morfologia das microalgas afeta diretamente a reologia
das suspensdes produzidas. O rompimento celular modifica as propriedades reologicas, que
possuem potencial de utilizagdo destas como indicador de rompimento celular, apesar de serem
mais complexas de serem realizadas quando comparadas aos indicadores bioquimicos

reportados nas segdes anteriores.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho atenderam os objetivos propostos. Concluiu-se
que ¢ possivel estabelecer indicadores quantitativos de rompimento celular a partir da biomassa
umida da microalga Scenedesmus obliquus, BR0O03.

A extracdo de carboidratos soluveis depende da hidrolise dos polissacarideos
estruturais e de reserva. Assim, as condigdes 6timas para a hidrolise da biomassa foram 90°C
por 120 minutos em concentragio de acido de 4,0 mol L.

A extragdo bifasica de lipideos a partir da biomassa imida obteve o maior rendimento
quando a mesma ocorreu no sistema de mesa de agitagao orbital por 60 minutos no teor maximo
de 6% (m/m) de biomassa por batelada.

Foi desenvolvida uma metodologia de extracdo de pigmentos (carotendides, clorofila
a e clorofila b) a partir da biomassa umida. Os resultados mostraram que, a partir de uma
biomassa de 10% (m/m) de teor € possivel extrair até 96% dos pigmentos, por meio da adi¢ao
de etanol em fra¢do volumétrica resultante de 80% (v/v), isto €, a suspensao resultante sendo
composta de 80% de etanol e 20% de agua.

Verificou-se que o teor de perda de massa e teor de carboidratos soliveis ndo sdo bons
indicadores de rompimento celular mecanico, tendo em vista que ndo houve relagdo
significativa entre o nivel de rompimento celular e os respectivos teores.

Os teores de carotenodides, clorofila a, clorofila b, clorofila total, proteinas soltuveis,
lipideos e compostos nitrogenados podem ser utilizados como indicadores quantitativos de
rompimento celular, visto que apresentaram relacdo linear significativa entre os teores e os
niveis de rompimento celular testados.

As propriedades reologicas das suspensdes de biomassa a 10% (m/v) possuem
potencial de utilizagdo como indicador de rompimento celular, uma vez que a reologia foi
afetada pelo tratamento de rompimento mecanico. Porém, sdo necessarios experimentos
adicionais em outros niveis de rompimento para determinar se os parametros dos modelos

reoldgicos possuem relacdo linear com o nivel de rompimento.
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8. APENDICE

O objetivo da elaboragao dos apéndices foi trazer a analise completa de todos os dados
da pesquisa para da dissertagdo, sem colocar no texto uma quantidade significativa de
informagdes auxiliares que nao contribuem diretamente para o entendimento dos resultados.
Cada apéndice foi organizado por tipo de analise, na ordem em que os experimentos foram

realizados. Os apéndices sdo:

e APENDICE A — Memorial de dados de umidade e cinzas;

e APENDICE B — Memorial de dados de proteinas soluveis;

e APENDICE C — Memorial de dados de carboidratos;

e APENDICE D — Memorial de dados de lipideos;

e APENDICE E — Memorial de dados de pigmentos;

e APENDICE F — Memorial de dados de aminoacidos solaveis;

e APENDICE G — Memorial de dados de teor de compostos nitrogenados;
e APENDICE H — Memorial de dados de teor de perda de massa;

e APENDICE I — Memorial de dados de propriedades reologicas.
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APENDICE A Memorial de dados de umidade e cinzas

A.1 Biomassa peneirada sem lavagem

Tabela A.1 Teor de massa seca da biomassa peneirada sem lavagem.

. Cadinho
Cadinho Ci.ldmho N Biomassa + biomassa Teor de Teor de massa
biomassa . massa L3 o
seco (g) (2) biomassa seca (g) o seca médio (%)
@ seca (%)
seca (g)
1 33,13131 33,32439  0,19308 33,30592 0,17461 90,43
2 37,95941 38,15171 0,1923 38,13528 0,17587 91,46
3 34,0106 34,17284  0,16224 34,15961 0,14901 91,85 90,9669 + 0,5622
4 3332829 33,52735  0,19906 33,5086  0,18031 90,58
5 36,02835 36,13951 0,11116 36,12897 0,10062 90,52
Tabela A.2 Teor de umidade da biomassa peneirada sem lavagem.
Cadinho Cz.ldmho N Biomassa Ci.ldlllhO * biomassa Te?r de Teor de umidade
seco (g) biomassa (@) biomassa seca (g) umidade médio (%)
(1]
(2) seca (g) (%)
1 33,13131 33,32439  0,19308 33,30592 0,17461 9,57
2 3795941 3815171 0,1923 38,13528  0,17587 8,54
3 34,0106 34,17284  0,16224  34,15961  0,14901 8,15 9,0331 + 0,5622
4 3332829 33,52735 0,19906 33,5086  0,18031 9,42
5 36,02835 36,13951 0,11116  36,12897  0,10062 9,48

Tabela A.3 Teor de cinzas da biomassa peneirada sem lavagem.

D Biomassa Cadinho Cadinho Cinzas Teor de  Teor de Cinzas
(2) seco + Cinzas cinzas médio (%)
1 0,19308 33,13131 33,20077 0,06946 3597
2 0,1923 37,95941 38,02881 0,06940 36,09
3 0,16224 34,0106 34,06934 0,05874 36,21 36,2196 + 0,3818
4 0,19906 33,32829 33,39968 0,07139 35,86
5 0,11116 36,02835 36,06944 0,04109 36,96

Tabela A.4 Teor de massa seca livre de cinzas da biomassa peneirada sem lavagem.

Teor de massa Teor de massa

Biomassa biomassa seca Cinzas seca livre de seca livre de
cinzas (%) cinzas médio (%)
0,19308 0,17461 0,06946 54,46
0,1923 0,17587 0,06940 55,37
0,16224 0,14901 0,05874 55,64 54,7473 + 0,7187
0,19906 0,18031 0,07139 54,72
0,11116 0,10062 0,04109 53,55
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A.2 Biomassa peneirada e lavada

Tabela A.5 Teor de massa seca da biomassa peneirada e lavada.

Cadinho Cadinho Teor de
Cadinho + Biomassa + biomassa massa Teor de massa
seco (g) biomassa (g) biomassa seca (g) o seca médio (%)
seca (%)
2 seca (g)

35,89105 36,00451 0,11346 35,99621 0,10516 92,68
34,71683  34,83778  0,12095 34,82789 0,11106 91,82
33,482252 33,592782 0,11053 33,5822 0,099948 90,43 91,9542 + 0,8272
34,033373 34,182173  0,1488  34,17037 0,136997 92,07
34,10321 34,21509 0,11188 34,207  0,10379 92,77

N A W N -

Tabela A.6 Teor de umidade da biomassa peneirada e lavada.

. Cadinho
+
Cadinho Cz.ldmho Biomassa + biomassa Te?r de Teor de umidade
biomassa . umidade L 3.
seco (g) (@) (g) biomassa seca (g) (%) médio (%)
& seca (g) °

35,89105 36,00451 0,11346  35,99621 0,10516 7,32
3471683  34,83778  0,12095 34,82789 0,11106 8,18
33,482252 33,592782 0,11053 33,5822 0,099948 9,57  8,0458 + 0,8272
34,033373 34,182173  0,1488  34,17037 0,136997 7,93
34,10321 34,21509 0,11188 34,207 0,10379 7,23

N S W N -

Tabela A.7 Teor de cinzas da biomassa e peneirada lavada.

D Cadinho Cadinho Cinzas Teor de Teor de cinzas
seco + Cinzas cinzas médio (%)

35,89105 35,93222  0,04117 36,29
34,71683 34,76018 0,04335 35,84
33,48225 33,52247 0,04022 36,39 36,1210 + 0,2123
34,03337 34,08678 0,05341 35,89
34,10321 34,14371 0,04050 36,20

N K W N -

Tabela A.8 Teor de massa seca livre de cinzas da biomassa peneirada lavada.

Teor de massa Teor de massa

Biomassa biomassa seca Cinzas seca livre de seca livre de
cinzas (%) cinzas médio (%)
0,11346 0,10516 0,04117 56,40
0,12095 0,11106 0,04335 55,98
0,11053 0,099948 0,04022 54,04 55,8332 + 0,9002
0,1488 0,136997 0,05341 56,18
0,11188 0,10379 0,04050 56,57
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APENDICE B Memorial de dados de proteinas soltiveis

B.1 Valida¢do como indicador de rompimento celular

B.1.1 Curva padrio de BSA (albumina de soro bovino)

Tabela B.1 Solugao padrao de BSA.

Medida Valor

Massa BSA (g) 0,08
Volume de solu¢ao (mL) 50
Solugio estoque (mg/L) 1600

Tabela B.2 Curva padrdo de BSA (albumina de soro caseiro).

Solucio Agua Concentracio A .
I Estoque (uL)  (uL) BSA (mg/L) Absorbancia
0 0 1000 0,0 0,293 + 0,00510
1 50 950 80,0 0,455 = 0,00204
2 100 900 160,0 0,554 + 0,00389
3 150 850 240,0 0,716 = 0,00361
4 200 800 320,0 0,796 = 0,01304
5 250 750 400,0 0,912 + 0,01718
6 300 700 480,0 0,965 = 0,00510
Tabela B.3 Coeficientes da regressao linear da curva padrdo de BSA.
Equaciao Coeficientes t4) valor-P R?
a 0,0015 + 7,1E-5 21,4807 <0,0001
y=ax+bhb 0,9914
b 0,3153 + 0,0172 18,2924  <0,0001
Tabela B.4 Analise de Variancia (ANOVA) da curva padrio de BSA.
Fonte de Soma de Graus de Média
F valor-P

Variacao Quadrados  Liberdade Quadratica

Regressio SQR 0,2617 1,0 1 MQR 0,2617 MQF

Residuos SQRes 0,0023 R-2 4 MQRes 0,00060 MQR

TOTAL SQT 0,2640 R-1 5 MQT 0,0528

461,42 <0,0001
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Figura B.1 Espectro de absor¢ao do extrato de proteinas apds reagdes de Bradford.
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Figura B.2 Curva padrido de BSA: Dispersao dos dados e regressao linear (a) e distribui¢cdo dos residuos
do modelo (b).

B.1.2 Analise espectrofotométrica

Tabela B.5 Absorbancia do extrato de proteinas soliiveis a partir de biomassa em distintos niveis de
rompimento celular.

Rompimento Absorbancia Concentracio Concentracio
595 nm (mg/L) (mg/g)

0% 0,753 =+ 0,0563 298,080 = 30,766 11,361 + 1,192

25% 0,836 + 0,0195 356,961 + 13,756 13,671 + 0,541

50% 0,890 =+ 0,0204 395,252 £ 11,771 14,927 + 0,356

75% 0,933 + 0,0051 425,195 £+ 2,952 16,269 + 0,095

100% 0,989 + 0,0038 464,731 + 2217 17,788 + 0,137
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Tabela B.6 Coeficientes da regressao linear do teor de proteinas em funcdo do nivel de rompimento.

Equacao Coeficientes t(4) valor-P R?

a 0,0642 =+ 0,0021 30,4143  <0,0001
y=ax+b 0,9968
b 11,4703 + 0,1293 88,6905 <0,0001

Tabela B.7 Anélise de Varidncia (ANOVA) da regressao linear do teor de proteinas em fun¢do do nivel
de rompimento.

Fonte de Soma de Graus de Média

Variagio Quadrados Liberdade  Quadratica F valor-P

Regressiao SQR 25,787 1,0 1 MQR 25,787 MQF
Residuos SQRes 0,0836 R-2 3  MQRes 0,0279 MQR
TOTAL SQT 25,870 R-1 4 MQT 6,4676

925,03 <0,0001
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Figura B.3 Analise de regressao entre os teores de proteinas e os niveis de rompimento: Dispersdo dos
dados e regressao linear (a) e distribui¢ao dos residuos do modelo (b).
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APENDICE C Memorial de dados de carboidratos

C.1 Otimizacao da hidrolise do amido

C.1.1 Curva padrio de glicose

Tabela C.1 Curva padrdo de glicose.

Vol. Sol.

ID Estoque Vol. Agua Cfmcentragﬁo Absorbancia
(uL) (uL) glicose (mg/L)
0 0 1000 0,0 0,0004
1 50 950 32,6 0,1943
2 100 900 65,1 0,3976
3 150 850 97,7 0,6196
4 200 800 130,3 0,7904
5 250 750 162,8 0,9979
6 300 700 195,4 1,1057
7 350 650 228.,0 1,2628
8 400 600 260,5 1,4748
9 450 550 293,1 1,6685
10 500 500 325,7 1,8555
Tabela C.2 Coeficientes da regressao linear da curva padrao.
Variavel Valor
Coeficientes da regressao a b
(y=aX+b) 0,0055847 0,0331568
Coeficiente de correlacio (R?) 0,9973817
Tabela C.3 Analise de Variancia (ANOVA) da curva padrao de glicose.
Fonte de Soma de Graus de Média
F valor-P

Variacao Quadrados Liberdade Quadratica

Regressio SQR 3,64 1,0 1,0 MQR 3,6383 MQF
Residuos SQRes 0,01 R-2 11,0 MQRes 0,0009 MQR
TOTAL SQT 3,65 R-2

4190,2

1,55E-15
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Figura C.1 Curva padrdo de glicose: Dispersdo dos dados e regressdo linear (a) e distribuicao dos
residuos do modelo (b).

C.1.2 Planejamento Composto Central

Tabela C.4 DCCR a 3 variaveis para hidrélise do amido.

Codificado Decodificado Resposta
. Conc. Conc.
Ensaio T(Zmp. Tempo Acido T(Zmp. Tempo Acido  Absorbéncia Conc_.l
O (s) (mol/L) 0O (s) (mol L) (mg L)
1 -1 -1 -1 40 30 1 0,980 169,5
2 -1 -1 1 40 30 3 1,083 195,1
3 -1 1 -1 40 90 1 0,927 182,1
4 -1 1 1 40 90 3 1,105 209.4
5 1 -1 -1 70 30 1 1,459 273,0
6 1 -1 1 70 30 3 1,415 270,8
7 1 1 -1 70 90 1 1,364 2574
8 1 1 1 70 90 3 1,342 259.9
9 -1,682 0 0 29,8 60 2 0,810 156,7
10 1,682 0 0 80,2 60 2 1,359 2623
11 0 -1,682 0 55 9,5 2 1,123 207,2
12 0 1,682 0 55 110 2 1,357 258.8
13 0 0 -1,682 55 60 0,30 1,114 204,2
14 0 0 1,682 55 60 3,68 1,426 261,4
15 0 0 0 55 60 2 1,359 249,5
16 0 0 0 55 60 2 1,330 255,5
17 0 0 0 55 60 2 1,482 271,4
18 0 0 0 55 60 2 1,312 247,7
19 0 0 0 55 60 2 1,397 263,5
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C.1.3 Superficies de resposta

Absorbancia
Absorbancia

Absorbancia
Absorbancia

Absorbancia

Figura C.2 Superficies de resposta da hidrolise do amido nas concentragdes de acido sulftrico (H2SO4)
0,6 mol/L (a), 1,5 mol/L (b), 2,8 mol/L (c), 4,0 mol/L (d) e 4,9 mol/L (e), com variacao de temperatura
(°C) e tempo (min).
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Figura C.3 Graficos de contorno da hidrélise do amido nas concentragdes de acido sulfurico (H2SO4)
0,6 mol/L (a), 1,5 mol/L (b), 2,8 mol/L (c), 4,0 mol/L (d) e 4,9 mol/L (e), com variacao de temperatura
(°C) e tempo (min) em funcao da absorbancia.
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Figura C.4 Superficies de resposta da hidrolise do amido nos tempos 12,7 min (a), 40 min (b), 80 min
(c), 120 min (d) e 147 min (e), com variac¢do de temperatura (°C) e concentragdo de H>SO4 (mol/L) em

funcao da absorbancia.
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Figura C.5 Graficos de contorno da hidrolise do amido nos tempos 12,7 min (a), 40 min (b), 80 min

(c), 120 min (d) e 147 min (e), com variac¢do de temperatura (°C) e concentragdo de H>SO4 (mol/L) em
funcdo da absorbancia.
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Figura C.6 Superficies de resposta da hidrolise do amido nas temperaturas 39,8°C (a), 50°C (b), 65°C
(c), 80°C (d) e 90,2°C (e), com variagao de tempo (min) e concentracdo de H,SO4 (mol/L) em fun¢do
da absorbancia.
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Figura C.7 Graficos de contorno da hidrolise do amido nas temperaturas 39,8°C (a), 50°C (b), 65°C
(c), 80°C (d) e 90,2°C (e), com variacao de tempo (min) e concentracdo de H,SO4 (mol/L) em fun¢do
da absorbancia.
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C.1.4 Analise estatistica

C.1.4.1 Efeitos e coeficiente do modelo

(1)Temperatura (°C)(L) ’
Temperatura (°C)(Q) ?
(3)Concentragao do acido (mol/L)(L ) V
Concentragao do acido (moI/L)(Q)
(2)Tempo (min)(L) F

Tempo (min)(Q)

1Lby3L

2Lby3L

1Lby2L W

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura C.8 Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a hidrélise do amido.

Tabela C.5 Efeitos das variaveis e coeficientes do modelo.

Efeitos Pfll(li:go t(4) p Coeficientes P}j(;:go
b0 1,366256  0,006138 222,5953 0,000000 1366256 0,006138
b1 0,287631 0,007432 38,7030  0,000003 (143815 0,003716
b11  -0,220009 0,007432 -29,6023 0,000008 _0 110004 0,003716
b2 0,065050 0,007432 8,7531 0,000939  0,032525 0,003716
p22 -0,060285 0,007432 -8,1113  0,001256 _0,030142 0,003716
b3 0,197661 0,007429 26,6052 0,000012 (098831 0,003715
b33 -0,082720 0,007439 -11,1196 0,000372 _0,041360 0,003720
p12 0,014533 0,009708 1,4970  0,208734  (,007266 0,004854
p13  -0,060165 0,009705 -6,1996  0,003443 _0 030082 0,004852
p23  0,027500 0,009705 2,8337  0,047167 (013750 0,004852
C.1.4.2 Ajuste do modelo
Tabela C.6 Analise de variancia do ajuste do modelo.
Fonte de ANOVA DA REGRESSAO
Variacao SQ nGL MQ F p
Regressao 0,6283 5 0,1257 33,0 7,8E-04
Residuos 0,0191 5 0,0038
Falta de Ajuste 0,0183 3 0,0061 16,2 5,9E-02
Erro Puro 0,0008 2 0,0004
Total 0,6466 10 0,0647
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Tabela C.7 Coeficientes da regressdo linear da andlise de identidade do modelo.

Variavel Valor
Coeficientes da regressao a b
(y=aX+b) 0,97169 0,03504
Coeficiente de correlaciao (R?) 0,9717

Tabela C.8 Analise de Varidncia (ANOVA) da curva de identidade do modelo.

Fonte de Soma de Graus de Média F valor-P
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica
R a SQR 4,06 1,00 MQR 4,0624 MQF
egressao  SQ Q QF 24783 4.44E-16
Residuos SQRes 0,01 R-2 11,0 MQRes 0,0008 MQR
TOTAL SQT 4,07 R-2
1,6 0,06
1,5 1 0,04 4 °
1,4 e °,
0,02 4 [
§ e § 0,00 . hd 7
5 1.2 o ° .
g o 0,02 1
o 1,14 [ . .
0,04
1,0 4
0,9 1 0,06 1 o ¢
0,8 T T T -0,08 T T T
0,8 1,0 1,2 1,4 0,8 1,0 1,2 1,4
Medidos Medidos
(a) (b)

Figura C.9 Identidade do modelo: analise de regressao entre a absorbancia medida e a predita (a) e a

distribuicao dos residuos do ajuste.
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C.2 Otimizagao da hidrélise da biomassa

C.2.1 Curva padrio de glicose

Tabela C.5 Curva padrao de glicose.

Vol. Sol.

1D Estoque Voi.ui)gua gcl?::)cszn(t;zsi(; Absorbancia
(uL)
0 0 1000 0,000 0,003
1 50 950 32,870 0,210
2 100 900 65,739 0,393
3 150 850 98,609 0,639
4 200 800 131,478 0,837
5 250 750 164,348 0,975
6 300 700 197,217 1,187
7 350 650 230,087 1,361
8 400 600 262,957 1,529
9 450 550 295,826 1,716
10 500 500 328,696 1,986
Tabela C.6 Coeficientes da regressdo linear da curva padrao.
Variavel Valor
Coeficientes da regressao a b
(y=aX+b) 0,0058465 0,0241011
Coeficiente de correlaciao (R?) 0,9979

Tabela C.7 Analise de Variancia (ANOVA) da curva padrio.

Fonte de Soma de  Graus de
Variacdo Quadrados Liberdade

Média
Quadratica

valor-P

Regressio SQR 4,1 1,0

TOTAL SQT 4,1 R-2

1,0
Residuos SQRes 0,0 R-2 8,0 MQRes

4,1 MQF
0,0 MQR 3816,6 5,24E-12
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Figura C.10 Curva padrao de glicose: Dispersdo dos dados e regressdo linear (a) e distribuicdo dos
residuos do modelo (b).

C.2.2 Planejamento Composto Central

Tabela C.8 DCCR a 3 variaveis para hidrolise da biomassa

Codificado Decodificado Resposta
Ensaio Temp Tempo (,jo.n ° Temp. Tempo Co.n ¢ Conc. Conc.
. (°C) s) Acido ©C) s) Acido ABS (mg/L) (% m/m)
(mol/L) (mol/L)
1 -1 -1 -1 40 30 1 0,322 114,4 6,2
2 -1 -1 1 40 30 3 0,234 82,5 4,4
3 -1 1 -1 40 90 1 0,112 37,7 2,0
4 -1 1 1 40 90 3 0,640  230,5 12,4
5 1 -1 -1 70 30 1 1,001 362,0 19,1
6 1 -1 1 70 30 3 1,249 4523 24,2
7 1 1 -1 70 90 1 1,255  454,6 24.0
8 1 1 1 70 90 3 1,257 4554 244
9 -1,682 0 0 29,8 60 2 0,153 52,7 2.9
10 1,682 0 0 80,2 60 2 1,237  448,1 23,5
11 0 -1,682 0 55 9,5 2 0,197 68,7 3,6
12 0 1,682 0 55 110 2 1,099 3975 20,9
13 0 0 -1,682 55 60 0,30 0,196 68,7 3,6
14 0 0 1,682 55 60 3,68 1,371 4969 26,2
15 0 0 0 55 60 2 1,064  384,8 20,4
16 0 0 0 55 60 2 1,024  370,5 19,4
17 0 0 0 55 60 2 1,122 406,2 214
18 0 0 0 55 60 2 0,992  358,8 18,6
19 0 0 0 55 60 2 1,037 375,11 19,7
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C.2.3 Superficies de resposta
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Figura C.11 Superficies de resposta da hidrolise da biomassa nas concentragdes de acido sulfurico
(H2S04) 0,6 mol/L (a), 1,5 mol/L (b), 2,8 mol/L (c), 4,0 mol/L (d) e 4,9 mol/L (e), com variagdo de
temperatura (°C) e tempo (min).
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Figura C.12 Graficos de contorno da hidrélise da biomassa nas concentragdes de acido sulfurico
(H2S04) 0,6 mol/L (a), 1,5 mol/L (b), 2,8 mol/L (c), 4,0 mol/L (d) e 4,9 mol/L (e), com variagdo de

temperatura (°C) e tempo (min) em funcao da absorbancia.
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Figura C.13 Superficies de resposta da hidrdlise da biomassa nos tempos 12,7 min (a), 40 min (b), 80
min (c), 120 min (d) e 147 min (e), com variacao de temperatura (°C) e concentracao de H>SO4 (mol/L)

em funcdo da absorbancia.
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Figura C.14 Graficos de contorno da hidrolise da biomassa nos tempos 12,7 min (a), 40 min (b), 80
min (c¢), 120 min (d) e 147 min (e), com variacdo de temperatura (°C) e concentracdo de H>SO4 (mol/L)

em funcdo da absorbancia.
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Figura C.15 Superficies de resposta da hidrolise da biomassa nas temperaturas 39,8°C (a), 50°C (b),
65°C (c), 80°C (d) e 90,2°C (e), com variagdo de tempo (min) e concentracdo de H,SO4 (mol/L) em
funcao da absorbancia.
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Figura C.16 Graficos de contorno da hidrélise da biomassa nas temperaturas 39,8°C (a), 50°C (b),
65°C (c), 80°C (d) e 90,2°C (e), com variagdo de tempo (min) e concentracdo de H,SO4 (mol/L) em

funcao da absorbancia.
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C.2.4 Analise estatistica

C.2.4.1 Efeitos e coeficiente do modelo

(1)Temperatura (°C)(L)
(3)Concentragdo do &cido (mol/L)(L)
(2)Tempo (min)(L)

Tempo (min)(Q)

28,57139

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura C.17 Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a hidrolise da biomassa.

Tabela C.9 Efeitos das variaveis e coeficientes do modelo.

Efeitos P]jg‘go t(4) p Coeficientes P]j;ll:;()
b0  1,036773 0,021837 47,4782 0,000001 1,036773 0,021837
bl  0,755609 0,026446 28,5714 0,000009 0,377805 0,013223
b1l  -0,238727 0,026464 -9,0207 0,000836 -0,119363  0,013232
b2  0,306012 0,026441 11,5736 0,000318 0,153006 0,013220
b22 -0,271710 0,026441 -10,2760 0,000506 -0,135855  0,013221
b3  0,460824 0,026432 17,4342 0,000064 0,230412 0,013216
b33  -0,123697 0,026466 -4,6738 0,009491 -0,061848  0,013233
b12  0,045666 0,034538 1,3222  0,256644 0,022833 0,017269
b13  -0,031124 0,034527 -0,9014 0,418324 -0,015562  0,017263
b23  0,137661 0,034527 3,9871  0,016305 0,068830 0,017263

C.1.2.4.2 - Ajuste do modelo

Tabela C.10 Analise de variancia do ajuste do modelo.

Fonte de
Variacio SQ nGL MQ F p
Regressao 3,60 9 0,400 13,9 2,9E-04
Residuos 0,26 9 0,029
Falta de Ajuste 0,25 5 0,050 21,0 5,7E-03
Erro Puro 0,0095 4 0,002
Total 3,85 18 0,214
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Tabela C.11 Coeficientes da regressdo linear da anélise de identidade do modelo.

Variavel Valor
Coeficientes da regressao a b
(y=aX+b) 0,9350 0,0529
Coeficiente de correlaciao (R?) 0,9350

Tabela C.12 Analise de Variancia (ANOVA) da curva de identidade do modelo.

Fonte de Soma de

Graus de

Média

Variacdo Quadrados Liberdade  Quadratica F valor-P
Regressio SQR 34 1,0 10 MQR 3369 MQF

115,0  5,02E-06
Residuos SQRes 02 R-2 8,0 MOQRes 0,029 MQR
ToTtaL  SQT 3.6 R-2
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Figura C.18 Identidade do modelo: analise de regressdo entre a absorbancia medida e a predita (a) e a

distribuicdo dos residuos do ajuste.
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C.3 Validacio como indicador de rompimento celular

C.3.1 Curva padrio de glicose

Tabela C.13 Solucdo estoque de glicose.

Medida Valor
Massa glicose (g) 0,0324
Volume de solucio (mL) 50
Concentracio (mg/L) 648
Tabela C.14 Curva padrao de glicose.
Solucao Agua Concentracio A .
D EstoqueuL)  (uL) glicose (mg/L) Absorbancia
0 0 1000 0,0 0,003 = 0,0039
1 50 950 32,9 0,210 = 0,0058
2 100 900 65,7 0,393 = 0,0202
3 150 850 98,6 0,639 = 0,0105
4 200 800 131,5 0,837 £ 0,0120
5 250 750 164,3 0,975 £ 0,0199
6 300 700 197,2 1,187 £ 0,1033
7 350 650 230,1 1,361 £ 0,0517
8 400 600 263,0 1,529 = 0,0378
9 450 550 2958 1,716 £ 0,0720
10 500 500 328,7 1,986 = 0,0651
Tabela C.15 Coeficientes da regressao linear da curva padrdo de glicose.
Equacio Coeficientes t valor-P R?
a 0,0058 =+ 8,92E-5 65,5261 <0,0001
y=ax+b 0,9979
b 0,0241 + 0,0174 1,3891 0,1982
Tabela C.16 Analise de Variancia (ANOVA) da curva padrao de glicose.
Soma Quadratica (.}raus de Média Quadratica
Liberdade F valor-P
SQR SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT
4,062 0,0085 4,0709 1 9 10 4,0624 0,0009 0,4071 4293,68 <0,0001
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Figura C.19 Curva padrao de glicose: Dispersdo dos dados e regressdo linear (a) e distribuicdo dos
residuos do modelo (b).

C.3.2 Analise espectrofotométrica

Tabela C.17 Absorbancia do extrato de proteinas soltveis a partir de biomassa em distintos niveis de
rompimento celular.

Rompimento Absorbancia Concentracio Concentracio
490 nm (mg/L) (mg/g)

0% 0,456 =+ 0,004 295,441 + 2,508 16,860 += 0,153

25% 0,419 0,005 270,393 3,720 15,481 0,221

+ + +

50% 0,438 + 0,018 283,266 += 12,003 15,989 + 0,650
75% 0,526 + 0,024 343,604 + 16,217 19,741 + 0,941
100% 0,399 + 0,012 256,738 + 8,374 14,681 + 0,449

Tabela C.18 Coeficientes da regressdo linear do teor de proteinas em fungdo do nivel de rompimento.

Equacio Coeficientes t4) valor-P R?

a 0,0642 + 0,0021 30,4143 <0,0001
y=ax+bhb 0,9968
b 11,4703 + 0,1293 88,6905  <0,0001

Tabela C.19 Analise de Varidncia (ANOVA) da regressdo linear do teor de proteinas em fungdo do
nivel de rompimento.

Fonte de Soma de Graus de Média

Variacio Quadrados  Liberdade Quadritica F valor-P

Regressao SQR 25,787 1,0 1 MQR 25,787 MQF
Residuos SQRes 0,0836 R-2 3 MQRes 0,0279 MQR
TOTAL SQT 25870 R-1 4 MQT 6,4676

925,03 <0,0001
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Figura C.20 Dispersao dos dados de concentracdo de carboidratos em fung@o do nivel de rompimento.
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APENDICE D Memorial de dados de Lipideos
D.1 Otimizacao da extracio de lipideos no sistema de tamboramento
D.1.1 Planejamento Composto Central

Tabela D.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) a 2 variaveis para extracao de lipideos
no sistema de tamboramento.

Codificado Decodificado
. X . Teor oleo
Ensaio  [Biomassa] Ten.lpo [Biomassa] Ten.lpo (% m/m)
(% m/m) (min) (% m/m) (min)

1 -1 -1 7,0 20,0 15,888
2 1 -1 9,0 20,0 15,794
3 -1 1 7,0 50,0 17,973
4 1 1 9,0 50,0 15,412
5 -1,414 0 6,6 35,0 18,382
6 1,414 0 9.4 35,0 14,867
7 0 -1,414 8,0 13,8 14,830
8 0 1,414 8,0 56,2 15,255
9 0 0 8,0 35,0 15,761
10 0 0 8,0 35,0 15,465
11 0 0 8,0 35,0 15,619

D.1.2 Superficie de resposta

Teor (/ m/m)

Figura D.1 Superficies de resposta da extracdo de lipideos com variagdo da concentragdo de biomassa
(% m/m) e tempo (min) em fungdo do teor de lipideos (%m/m).
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Figura D.2 Graficos de contorno da extragdo de lipideos com varia¢ao da concentracao de biomassa (%
m/m) e tempo (min) em funcao do teor de lipideos (%om/m).

D.1.3 Analise estatistica

D.1.3.1 Efeitos e coeficiente do modelo

Figura D.3 Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a extragdo de lipideos no sistema de
tamboramento.
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Tabela D.2 Efeitos das variaveis e coeficientes do modelo

. Erro . Erro
Efeitos Padrio t(4) p Coeficientes Padrio

b0 15,61499 0,085573 182,4753 0,000030 15,61499 0,085573
b1 -1,90632 0,104805 -18,1892 0,003009 -0,95316 0,052403
b11 1,22575 0,124743  9,8262 0,010199  0,61288 0,062372
b2 0,57621 0,104805 5,4979 0,031526  0,28811 0,052403
b22  -0,35581 0,124743 -2,8523 0,104077 -0,17790 0,062372
b12  -1,23346 0,148217 -§8,3220 0,014134 -0,61673 0,074109

Tabela D.3 Analise de variancia (ANOVA) do ajuste do modelo

Fonte de

Variacio SQ nGL MQ F  Valor-P

Regressao 12,37 5 2,5 10,0 1,2E-02
Residuos 1,24 5 0,2

Falta de Ajuste 1,20 3 0,4 18,2 5,3E-02
Erro Puro 0,04 2 0,0
Total 13,61 10 1,4

D.1.3.2 - Ajuste do modelo

Tabela D.4 Coeficientes da regressdo linear da andlise de identidade do modelo.

Equacio Coeficientes t valor-P R?

a 0,9088 + 0,0960 9,4674  <0,0001
y=ax+b 0,9088
b 1,4537 + 11,5329 0,9483 0,3677

Tabela D.5 Analise de Variancia (ANOVA) da curva de identidade do modelo.

d
Graus de Média Quadratica

Soma Quadratica Liberdade F

valor-P
SQR SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT

11,24 1,1285 12,367 1 9 10 11,239 0,125 1,237 89,6324 <0,0001

121



18,5

18,0

17,5

17,0 4

16,5

Preditos

16,0

Medidos
(a)

19

Residuos

0,2 4

0,4 4

0,6 1

-0,8

0,6

0,4 -

0,2 4

0,0

14

T T
16 17

Medidos
(b)

19

Figura D.4 Identidade do modelo: analise de regressdo entre os teores medidos e preditos (a) ¢ a

distribuicao dos residuos do ajuste (b).

D.2 Extracio no sistema de mesa de agitaciao orbital

D.2.1 Planejamento Composto Central

Tabela D.6 Delinecamento Composto Central Rotacional (DCCR) a 2 variaveis para extracdo de lipideos

no sistema de mesa de agitacao orbital.

Codificado Decodificado
. ) ) Teor odleo
Ensaio  [Biomassa] Ten.lpo |Biomassa] Ten.lpo (% m/m)
(% m/m) (min) (% m/m) (min)

1 -1 -1 7,0 20,0 17,284
2 1 -1 9,0 20,0 14,786
3 -1 1 7,0 50,0 19,807
4 1 1 9,0 50,0 15,814
5 -1,414 0 6,6 35,0 19,997
6 1,414 0 9.4 35,0 14,668
7 0 -1,414 8,0 13,8 15,380
8 0 1,414 8,0 56,2 16,042
9 0 0 8,0 35,0 16,189
10 0 0 8,0 35,0 16,544
11 0 0 8,0 35,0 15,360
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D.2.2 Superficie de resposta

Teor (/ m/m)

Figura D.S Superficies de resposta da extragdo de lipideos com variagdo da concentragdo de biomassa
(% m/m) e tempo (min) em fungdo do teor de lipideos (%om/m)..
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Figura D.6 Graficos de contorno da extragdo de lipideos com variagdo da concentracdo de biomassa (%
m/m) e tempo (min) em fungdo do teor de lipideos (%m/m).
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D.2.3 Analise estatistica

D.2.3.1 Efeitos e coeficiente do modelo

(1)Concentragao de Biomassa(L)

(2)Tempo(L) 8,952351
[
e
Concentragdo de Biomassa(Q) | 7/ 7,834717
1Llby2L -4,21449
Tempo(Q) || -3,03453

e

-27,9755

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura D.7 Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a extragdo de lipideos no sistema de mesa

agitadora.

Tabela D.7 Efeitos das variaveis e coeficientes do modelo

Efeitos Pls;;go t4) P Coeficientes Plj;ll:;o
b0 16,36411 0,102346 159,8902 0,000039 16,36411 0,102346
bl -3,50667 0,125348 -27,9755 0,001275 -1,75333 0,062674
b1l 1,16889 0,149194 7,8347 0,015904  0,58444 0,074597
b2 1,12216 0,125348 8,9524 0,012249  0,56108 0,062674
b22  -0,45273 0,149194 -3,0345 0,093600 -0,22637 0,074597
b12  -0,74710 0,177268 -4,2145 0,051952 -0,37355 0,088634
Tabela D.8 Andlise de variancia (ANOVA) do ajuste do modelo
\F,‘;'r‘ltj‘;:z SQ nGL  MQ F  valor-P
Regressao 30,58 5 6,1 22,2 2,0E-03
Residuos 1,38 5 0,3
Falta de Ajuste 1,31 3 0,4 13,9 6,8E-02
Erro Puro 0,06 2 0,0
Total 31,95 10 3,2
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Preditos

D.2.3.2 Ajuste do modelo

Tabela D.9 Coeficientes da regressdo linear da anélise de identidade do modelo.

Equacao Coeficientes t4) valor-P R?

a 0,9570 + 10,0676 14,1466  <0,0001
y=ax+b 0,957
b 0,7155 + 11,1305 0,6329 0,5426

Tabela D.10 Analise de Variancia (ANOVA) da curva de identidade do modelo.

G d
raus ce Média Quadratica

Soma Quadratica Liberdade F

valor-P

SQR SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT

29,26  1,3160 30,580 1 9 10 29,26 0,1462 3,058 200,127 <0,0001

18,0 0,8
[ ]
17,5 - 0.6 1
0,4 4
17,0 A
o °
w02
16,5 2 ¢
Z o0 .
16,0 ° ®
¥ 0,2 L4
15,5 °
0,4
15,0 -0,6 1
[ ]
14,5 : : : 0,8 . . :
14 15 16 17 18 14 15 16 17
Medidos Medidos
(a) (b)

Figura D.8 Identidade do modelo: analise de regressdo entre os teores medidos e preditos (a) e a
distribuicao dos residuos do ajuste (b).
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D.3 Extracao no sistema de vortex

D.3.1 Planejamento Composto Central

Tabela D.11 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) a 2 varidveis para extracdo de
lipideos no sistema de mesa agitadora.

Codificado Decodificado
Teor dleo

Ensaio  [Biomassa] Tempo [Biomassa] Tempo (% m/m)
(% m/m) (s) (% m/m) (s)

1 -1 -1 7 25 15,86
2 1 -1 9 25 12,57
3 -1 1 7 55 14,91
4 1 1 9 55 12,83
5 -1,414 0 6,58 40 14,90
6 1,414 0 9,41 40 13,53
7 0 -1,414 8 18,78 14,10
8 0 1,414 8 61,21 14,10
9 0 0 8 40 14,23
10 0 0 8 40 14,24
11 0 0 8 40 14,12

D.3.2 Superficie de resposta

= o
IS ()] ®

Teor (/ m/m)

[y
N

Figura D.9 Superficies de resposta da extracdo de lipideos com variagdo da concentragdo de biomassa
(% m/m) e tempo (min) em fungdo do teor de lipideos (%m/m)..
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Figura D.10 Graficos de contorno da extracdo de lipideos com variacdo da concentracao de biomassa
(% m/m) e tempo (min) em fungdo do teor de lipideos (%m/m).

D.3.3 Analise estatistica

D.3.3.1 Efeitos e coeficiente do modelo

(1)Concentragdo Biomassa(L)

(2)Tempo(L)

-,313505

%

-3,31433 E

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura D.11 Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a extracdo de lipideos no sistema de mesa

agitadora.
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Tabela D.12 Efeitos das variaveis e coeficientes do modelo

. Erro . Erro
Efeitos Padrio t(4) p Coeficientes Padrio

b0  13,78418 0,450610 30,59004 0,001067 13,78418 0,450610
bl -1,82912 0,551882 -3,31433 0,080232 -0,91456 0,275941
b1l 0,37684 0,656871 0,57368 0,624096 0,18842 0,328436
b2 -0,17302 0,551882 -0,31351 0,783572 -0,08651 0,275941
b22 0,25840 0,656871 0,39338 0,732012 0,12920 0,328436
b12 0,60456 0,780479 0,77461 0,519611 0,30228 0,390240

Tabela D.13 Analise de variancia do ajuste do modelo

\nglrllt:;z SQ nGL  MQ F  valor-P

Regressao 7,15 5 1,4 4,5 6,1E-02
Residuos 1,57 5 0,3

Falta de Ajuste 1,57 3 0,5 118,2 8,4E-03
Erro Puro 0,01 2 0,0
Total 8,72 10 0,9

D.3.3.2 - Ajuste do modelo

Tabela D.14 Coeficientes da regressdo linear da analise de identidade do modelo.

Equacio Coeficientes t valor-P R?

a 0,8196 + 0,1282 6,3937 0,0001

y=ax+bhb 0,8196

b 2,5491 =+ 11,8145 1,4049 0,1936

Tabela D.15 Andlise de Variancia (ANOVA) da curva de identidade do modelo.

Soma Quadratica (.}raus de Média Quadratica

Liberdade F valor-P
SQR  SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MOQT
5,860 11,2902 17,1504 1 9 10 5860 0,1434 0,7150 40,8791  0,0001
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Figura D.12 Identidade do modelo: andlise de regressdo entre os teores medidos e preditos (a) e a
distribuicao dos residuos do ajuste (b).

D.4 Validacao como indicador de rompimento celular

D.4.1 Analise gravimétrica

Tabela D.16 Teor massico de lipideos a partir de biomassa em distintos niveis de rompimento celular.

D.4.2 Regressoes lineares

Teor de lipideos (% m/m)

. Teor de Lipideos
Rompimento (Yom/m)
0% 8,18 + 0,19
25% 9,61 =+ 0,20
50% 10,39 + 0,21
75% 11,54 + 0,30
100% 12,74 + 0,34
[ )
(; 2'5 5‘0 7'5 1(;0
Nivel de Rompimen to (%)

Figura D.13 Andlise de regressdo entre os teores de lipideos e os niveis de rompimento.
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D.4.3 Analise de significancia

Tabela D.17 Analise de significancia (o = 5%) dos coeficientes da regressao linear da validagdo do
teor de lipideos como indicador de rompimento celular.

Equaciao Coeficientes t valor-P R?

a 0,0443 + 0,0020 68,4831 <0,0001
y=ax+b 0,9941
b 82790 =+ 0,1209 22,4201 0,0002

D.4.4 Analise de Variancia (ANOVA)

Tabela D.18 Andlise de variancia dos coeficientes da validacao do teor de lipideos

Fonte de Soma de Graus de Média

Variagio  Quadrados  Liberdade Quadritica F valor-P

Regressio SQR 12244 1,0 1 MQR 12,244 MQF
Residuos SQRes 00,0731 R-2 3  MOQRes 0,0244 MQR
TOTAL SQT 12317 R-1 4 MQT 3,0792

502,66  0,0002

D.4.5 Analise de distribuicao dos residuos

0,4

0,2 4

0,0

Residuos

-0,2

0,4 -

8 9 10 11 12 13
Teor de Lipideos (% m/m)

Figura D.14 Distribuigdo dos residuos da regressédo linear do teor de lipideos e os niveis de rompimento.
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APENDICE E Memorial de dados de pigmentos

E.1 Extracio de pigmentos de biomassa imida
E.1.1 Unidades experimentais

Tabela E.1 Unidades experimentais da extragdo de pigmentos a partir de solucdes alcodlicas em
diferentes fracdes.

Ensaio FES;?O;!C FE:::;())I ?fll[lf)' Biomassa (g)
1 0 0 1,5 0,15
2 0,2 0,3 1,2 0,12
3 0,3 0,45 1,05 0,105
4 0,4 0,6 0,9 0,09
5 0,5 0,75 0,75 0,075
6 0,6 0,9 0,6 0,06
7 0,7 1,05 0,45 0,045
8 0,8 1,2 0,3 0,03
9 0,9 1,35 0,15 0,015

10 1 1,5 0 0,02

E.1.2 Analise espectrofotométrica

Tabela E.2 Absorbancia do extrato de pigmentos fotossintéticos a partir de solugdes alcoolicas em
diferentes fragdes e comprimentos de onda distintos.

df;;ﬁ:’ol 470 nm 662 nm 645 nm
0 0,0666 + 00033  0,0168 = 0,0012 00161 + 0,0010
0,2 03015 + 00233 02211 + 0,0239  0,1068 + 0,0103
0,3 06306 £ 00364  0,5490 + 0,0338 02545 + 0,0154
04 0388 + 00194 04905 + 0,0220 02019 + 0,0095
0,5 12030 £ 00474  0,7552 + 0,0132 02800 =+ 0,0055
0,6 19066 + 00409 09116 + 00280 03815 + 0,0118
0,7 13193 + 00048 10173 = 0,0074 04086 + 0,0026
0,8  1,1909 + 00226 1,792 + 0,0212 04421 + 0,0084
0,9 07265 + 00301  0,7519 + 0,0317 02725 + 0,0119
1,0 1,8237 + 0,0309  1,8089 + 0,0175  0,6997 + 0,0087
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Tabela E.3 Concentragdo, em ug mL™', de pigmentos fotossintéticos a partir de solugdes alcodlicas em
diferentes fragdes.

Fracao
de Carotendides Clorofila a Clorofila b Clorofila Total

Etanol
0 0,3063 + 0,01517 0,1564 + 0,0109 0,2530 =+ 0,0156 0,4094 + 0,0265
0,2 1,3755 £ 0,10552 2,2677 £ 0,2472 1,2238 + 0,1078 34915 £ 0,3549
0,3 2,8666 =+ 0,16553 5,6514 =+ 0,3487 2,8231 £ 0,1680 84746 + 0,5159
0.4 1,7521 £ 0,08779 5,1013 £ 0,2279 2,0092 =+ 0,0988 7,1105 + 0,3267
0,5 5,5323 + 0,21986 79177 + 0,1374 2,4712 £ 0,0564 10,3889 + 0,1935
0,6 17,5770 £ 0,375 18,9369 + 0,5803 7,7186 + 0,2423 26,6555 + 0,8222
0,7 36,2126 + 0,13389 63,6027 + 0,4682 23,7710 £ 0,1345 87,3737 + 0,5916
0,8 32,5435 + 047776 74,1139 + 1,0298 23,7495 + 0,3770 97,8633 + 11,4055
0,9 16,5384 + 0,52946 394771 + 1,2865 11,6739 + 0,4120 51,1510 + 1,6983
1,0 16,5987 + 0,21957 37,8102 + 0,2771 13,0108 + 0,1611 50,8210 + 0,4314

Tabela E.4 Teor, em mg g!, de pigmentos fotossintéticos a partir de solugdes alcoolicas em diferentes

fracdes.

dfli;ts;?ol Carotendides Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
0 0,0087 =+ 0,0004 0,0044 + 0,0003 0,0072 + 0,0005 0,0116 + 0,0008
0,2 0,0330 + 0,0025 0,0543 + 0,0059 0,0293 + 0,0026 0,0837 + 0,0085
0,3 0,0783 =+ 0,0045 0,1545 + 0,0095 0,0772 £+ 0,0046 0,2316 + 0,0140
0,4 0,0558 £ 0,0028 0,1623 + 0,0072 0,0639 + 0,0031 0,2263 £+ 0,0103
0,5 0,2107 =+ 0,0085 0,3015 + 0,0054 0,0941 + 0,0022 0,3956 + 0,0076
0,6 0,8382 £+ 0,0179 0,9030 + 0,0275 0,3680 + 0,0115 1,2710 £+ 0,0389
0,7 2,2862 + 0,0105 3,8817 + 0,0328 1,4508 + 0,0100 5,3325 + 0,0422
0,8 3,0195 £+ 10,0614 7,0106 + 0,1081 2,0829 + 0,0209 9,0935 £+ 0,3979
0,9 3,1369 + 0,1027 7,3696 + 0,2267 2,3040 + 0,0500 9,6736 + 0,8750
1,0 3,168 £+ 0,0112 7,0936 + 0,0377 2,3906 + 0,0312 9,4842 + 0,5551
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E.1.3 Curvas de absorcao espectral

0,7
0,14
0,12 - H
. .
* H
© . 0,5 - .
— 0,10 . 470 = 470
(=] . o
= .
L] c 0 4 -
‘T 0,08 %, @
2 9 s 666
o s 662 = i
2 006 et guetenn o pesoansanet®e, w e t
<< 845 '..unu-!""""" : 848 ...
0,04 - 0.2 4 %
.
0,02 - 0,1 \
0,00 . - - - - - ‘ 0,0 r - ‘ : : . .
400 450 500 550 600 650 700 750 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
(a) (b)
1,2 1,0
04 4
x: 081 7y
470 *
o 08 - 3 © H
- - -
v o 06 .
o c 6 -
w 06 - 666 b s 666
o -8 466
= 6as § % = A
0,4
» % w 044 6458 =
-] [} ‘A ]
< i < § s
0,2 2
0,2 - 3
0,0 \
T T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 : . : . : : .
400 450 500 550 600 650 700 750 800 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (hm)
(© (d)
1,0 1,0
0,8 - 0,8
! 4
-] . 2] :
c 06 e c 06 - § 465
«0 . 666 «w
o : a 3
LS S -
& 465 !‘: o .
w 0,4 - 6454+ . w 0,4 * 666
o s -] H
< : . L 1
: sasf %
0,2 - : 0,2 :
0,0 . . : : : T 0,0 T ; . . ; : :
400 450 500 550 600 650 700 750 800 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de Onda (nm)

(e)

Comprimento de Onda (nm)

®

Figura E.1 Espectro de absor¢do do extrato de pigmentos em agua (a) e em solugdo alcodlica 20 %
etanol (b), 30 % etanol (c), 40 % etanol (d), 50 % etanol (e) e 60 % etanol (f).
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Figura E.2 Espectro de absor¢do do extrato de pigmentos em solucdo alcodlica 70 % etanol (g), 80 %

etanol (h), 90 % etanol (i) e 100 % etanol (j).
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Teor de Carotendides (mg/g)

Teor de Clorofila b {(mg/g)

E.1.4 Analise estatistica
E.1.4.1 Analise de regressao

E.1.4.1.1 Regressoes nao lineares sigmoidais a 3 parametros

3.5

3,0

2,6 A
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Figura E.3 Regressdo ndo-linear dos teores de carotendides (a), clorofila a (b), clorofila b (c) e
clorofila total (d) em fungao da fracdo de etanol.
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E.1.4.1.2 Analise de significincia

Tabela E.5 Analise de significancia (a = 5%) dos coeficientes das regressdes do teor de pigmentos em

funcao da fragdo de etanol.

Pigmento Equaciao Coeficientes t valor-P R?
a a 3,1776 £  0,0271 117,1082  <0,0001
Carotendides Y = —Gxp b 0,0522 + 0,0021 24,7381  <0,0001 0,9994
I+e b x0 06515 =+ 0,0026 251,6221 <0,0001
a a 7,3440 =+ 0,1323 55,5237  <0,0001
Clorofilaa Y= —G=xp b 0,0433 £+ 0,0044 9,8022  <0,0001 0,9975
I+e b x0  0,6921 £+ 0,006 151,6144 <0,0001
a a 2,3492 + 0,0393 59,7548  <0,0001
Clorofilab Y =7 —G—=xp b 0,0517 £+ 0,0041 12,7065  <0,0001 0,9979
1+e b x0  0,6794 =+ 0,0047 143,4620 <0,0001
a 9,6954 + 0,1362 71,2008  <0,0001
Clorofila - *
total y= i ew 0,0458 + 0,0034 13,4355 <0,0001 0,9985
x0 0,6889 =+ 0,0037 186,6415 <0,0001
E.1.4.1.3 Analise de Variancia (ANOVA)
Tabela E.6 Analise de Variancia (ANOV A) dos modelos sigmoidais a 3 parametros.
Soma Quadratica (.}raus de Média Quadratica
Pigmentos Liberdade F valor-P
SQR SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT
Carotendides 18,499 0,0108 18,510 2 7 9 9,2498  0,0015 2,0567 5986,831 <0,0001

Clorofila a 97,006 0,2457 97,252 2 7 9 48,503 0,0351 10,805  1381,938 <0,0001

Clorofila b 9,7377  0,0201  9,7577 2 7 9 48688 0,0029 11,0842 1697,009 <0,0001

Clorofila
Total

168,09 0,2545 168,34 2 7 9 84,047 0,0364 18,704 2311,728 <0,0001
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E.1.4.2 Analise de Identidade dos modelos

E.1.4.2.1 Regressoes lineares
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Figura E.4 Identidade do modelo: analise de regressdo entre os teores medidos e preditos para os
modelos de carotenoides (a), clorofila a (b), clorofila b (¢) e clorofila total (d).
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E.1.4.2.2 Analise de significincia

Tabela E.7 Andlise de significancia (a = 5%) dos coeficientes da regressdo linear da avaliacdo de
identidade dos modelos.

Pigmento Equacao Coeficientes t4) valor-P R?

. a 1,0114 £+ 0,0060 167,6045 <0,0001

Carotendides y=ax+b 0,9997
b -0,0320 + 0,0113 -2,8353 0,0220
a 1,0154 + 0,0152 66,5979 <0,0001

Clorofila a y=ax+bhb 0,9982
b -0,1061 + 0,0628 -1,6888 0,1297
a 1,0125 + 10,0143 70,7865 <0,0001

Clorofila b y=ax+b 0,9984
b -0,0272 + 0,0190 -1,4310 0,1903
a 1,0153 £+ 0,0107 95,1935 <0,0001

Clorofila y=ax+b 0,9991
total b -0,1334 + 0,0581 -2,2976 0,0507

E.1.4.2.3 Analise de Variancia (ANOVA)

Tabela E.8 Andlise de varidncia dos coeficientes da regressdo linear da avaliagdo de identidade dos

modelos.
L. Graus de L 3. L.
Soma Quadratica Liberdad Média Quadratica
Pigmentos iberdade F valor-P
SQR SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT
Carotenoides 18,936 0,0054 18,941 1 8 9 18,936  0,0007 2,1046  28091,27 <0,0001
Clorofila a 100,26  0,1809 100,44 1 8 9 100,26  0,0226 11,160 4435,283  <0,0001
Clorofila b 10,003 0,0160 10,019 1 8 9 10,003 0,0020 1,1133  5010,727 <0,0001
Clorofila

Total 173,52 0,1532 173,67 1 8 9 173,52 0,0191 19,297 9061,807 <0,0001
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Residuos

Residuos

E.1.4.2.4 Analise de distribuicio de residuos
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Figura E.5 Identidade do modelo: andlise de distribui¢do dos residuos para os modelos de carotenoides
(a), clorofila a (b), clorofila b (c) e clorofila total (d).
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E.2 Valida¢do como indicador de rompimento celular
E.2.1 Analise espectrofotométrica

Tabela E.9 Absorbancia do extrato de pigmentos fotossintéticos a partir de biomassa em distintos niveis
de rompimento celular.

Rompimento 470 nm 645 nm 662 nm
0% 0,462 + 0,008 0,168 + 0,003 0,455 + 0,008
25% 0,606 + 0,023 0,231 += 0,010 0,610 + 0,029
50% 0,737 + 0,006 0,286 + 0,002 0,746 + 0,006
75% 0,880 + 0,005 0,344 + 0,002 0,900 + 0,003

100% 1,057 + 0,029 0,423 + 0,012 1,085 £+ 0,028
Tabela E.10 Concentragdo, em pg mL™!, de pigmentos fotossintéticos a partir de biomassa em distintos
niveis de rompimento celular.

Rompimento Carotendides Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
0% 10,532 + 0,173 7,370 + 0,163 32,181 + 0,975 24,486 + 0,704
25% 13,788 + 0,527 10,439 + 0,442 42,269 + 3416 31,517 £ 2,704
50% 16,772 + 0,148 13,175 + 0,101 51,857 + 0,734 38,725 + 0,558
75% 20,015 + 0,123 15,804 + 0,144 62,508 + 0,373 46,808 + 0,244
100% 24,017 £ 0,655 19,800 + 0,647 78,179 + 3,728 57,962 + 2,591

Tabela E.11 Concentragdo, em mg/g, de pigmentos fotossintéticos a partir de de biomassa em distintos
niveis de rompimento celular.

Rompimento  Carotendides Clorofila a Clorofila b Clorofila Total
0% 1,003 + 0,013 2,271 + 0,030 0,702 + 0,014 2,973 + 0,043
25% 1,277 + 0,059 2,955 + 0,166 0,967 + 0,049 3,922 + 0,211
50% 1,559 + 0,021 3,623 + 0,047 1,224 + 0,015 4,847 + 0,063
75% 1,855 + 0,015 4,392 + 0,000 1,475 + 0,019 5867 + 0,019
100% 2,227 + 0,051 5,264 + 0,115 1,825 + 0,049 7,090 + 0,164
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Teor de Carotendides (mg/g)

Teor de Clorofila b (mg/g)
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E.2.2 Analise de significancia

Tabela E.9 Analise de significancia (a = 5%) dos coeficientes da regressao linear da validagdo dos
teores de pigmentos como indicadores de rompimento celular.

Pigmento Equaciao Coeficientes t valor-P R?

. a 0,0121 =+ 0,0004 27,2632 0,0001

Carotendides y=ax+Db 0,9960
b 0,9792 0,0272 36,0406  <0,0001
a 0,0297 =+ 0,0010 30,3306 <0,0001

Clorofila a y=ax+b 0,9967
b 22164 £+ 0,0599 36,9706 <0,0001
a 0,0110 + 0,0004 26,4322 0,0001

Clorofila b y=ax+b 0,9957
b 0,6878 =+ 0,0255 26,9450 0,0001
a 0,0407 =+ 0,0014 29,9215 <0,0001

Clorofila y=ax+b 0,9967
total b 29042 =+ 0,0833 34,8563 <0,0001

E.2.3 Analise de Variancia (ANOVA)

Tabela E.10 Analise de variancia dos coeficientes da

indicadores de rompimento celular.

validacdo dos teores de pigmentos como

. Graus de . ‘s
Soma Quadratica Li Média Quadratica
Pigmentos iberdade F valor-P
SQR  SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT

Carotendides 0,9145 0,0037 0,9182 1 3 4 0,9145 0,0012 0,2295 743,2834 0,0001
Clorofila a 5,5104 0,0180 5,5284 1 3 4 5,5104  0,0060 1,3821 919,9432 <0,0001

Clorofila b 0,7587 0,0033 0,7620 1 3 4 0,7587  0,0011 0,1905 698,6621 0,0001

Clorofila

Total 10,358  0,0347 10,393 1 3 4 10,358 0,0116 2,5983 895,2989 <0,0001
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APENDICE F Memorial de dados de absorbancia na regido do ultravioleta

F.1 Selecao de solventes para extraciao de compostos nitrogenados
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Figura F.1 Espectros de absor¢do de extrato sobrenadante de suspensdes de microalgas em diferentes
solventes e niveis de rompimento (%), sendo agua deionizada 0% (a) e 100% (b), tampao fosfato 0,1
mol/L 0% (c) e 100% (d) e tampao fosfato 0,05 mol/L 0% (e) e 100% (f).
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Tabela F.1 Absorbancia no 260 nm em diferentes solventes niveis de rompimento celular.

Solvente 0% rompimento 100% rompimento

Agua deionizada 0,897 + 0,0110 1,246 + 0,0334
Tampao Fosfato 0,1 M 1,793 =+ 0,0358 2,276 + 0,0628
Tampao Fosfato 0,05M 1,533 + 0,0586 1,946 + 0,0282
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Figura F.2 Espectro de absorcao de 4gua deionizada (a), tampao fostato 0,1 mol/L (b) e 0,05 mol/L (c).
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F.2 Validacdo como indicador de rompimento celular

Tabela F.2 Absorbancia do extrato sobrenadante de suspensdes de microalgas em diferentes niveis de

rompimento (%).

Rompimento Absorbancia (260 nm)

0%
25%
50%
75%

100%

1,491 =+ 0,00823
1,592 + 0,00281
1,661 =+ 0,01750
1,740 + 0,01449
1,842 + 0,00258

Tabela F.3 Coeficientes da regressdo linear da absorbancia em 260 nm em fung¢do do nivel de

rompimento.
Equaciao Coeficientes t valor-P R?
a 0,0034 + 0,0001 25,9050  0,0001
y=ax+b 0,9955
b 1,4957 + 0,0080 186,3701 <0,0001

Tabela F.4 Andlise de Varidncia (ANOVA) da regressao linear da absorbancia em 260 nm em fungéo

do nivel de rompimento.

Fonte de Soma de

Graus de

Média

Variacio Quadrados  Liberdade Quadratica ¥ valor-P
] R 20 1 1 MQR 20 MQF
Regressio SQ 0,0720 1,0 Q 0,0720 MQ 671.07  0,0001
Residuos SQRes 0,0003 R-2 3 MQRes 0,000 MQR
TOTAL SQT 0,0724 R-1 4 MQT 0,0181
1,9 0,015
0,010 1 *
1,8 4
© 4 0,005 - °
17 °
:g .; 0,000
2 1,6 - o o
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Figura F.3 Analise de regressdo entre a absorbancia a 260 nm e os niveis de rompimento: Dispersao
dos dados e regressao linear (a) e distribui¢ao dos residuos do modelo (b).
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APENDICE G Memorial de dados de teor de perda de massa

G.1 Validag¢ao como indicador de rompimento celular

Tabela G.1 Dados da biomassa com 5 niveis de rompimento distintos antes da lavagem com tampao
fosfato 0,1 mol L, pH=6,8.

Biomassa imida (g) Biomassa

0% 100%  Total Seca (g)

01 0,5084 0,0000 0,5084 0,4321

0% 02 0,5053 0,0000 0,5053 0,4295
03 0,5028 0,0000 0,5028 0,4274

11 0,1262 0,3772 0,5034 0,4279

25% 12 0,1265 0,3779 0,5044 0,4287
13 0,1265 0,3772 0,5037 0,4281

21 0,252 0,2584 0,5104 0,4338

50% 22 0,2577 0,2521 10,5098 0,4333
23 0,2549 0,2578 0,5127 0,4358

31 0,3763 0,1252 0,5015 0,4263

75% 32 0,3765 0,1261 0,5026 0,4272
33 0,3768 0,1254 0,5022 0,4269

41 0,0000 0,5009 0,5009 0,4258

100% 42 0,0000 0,5055 0,5055 0,4297
43 0,0000 0,5068 0,5068 0,4308

ID

Tabela G.2 Dados da biomassa com 5 niveis de rompimento distintos apds a lavagem com tampao
fosfato 0,1 mol L', pH=6,8.

Erlenmeyer Erlenmeyer + Biomassaseca Tampio Biomassa

ID (g) Biomassa (g) + tampao (g) (€] seca (g)

01 72,03310 72,70720 0,6741 0,31 0,3641

0% 02 62,13640 62,81770 0,6813 0,31 0,3713
03 60,50500 61,18440 0,6794 0,31 0,3694

11 89,21940 89,90100 0,6816 0,31 0,3716

25% 12 68,67530 69,35210 0,6768 0,31 0,3668
13 62,43490 63,10360 0,6687 0,31 0,3587

21 75,63460 76,32540 0,6908 0,31 0,3808

50% 22 64,55310 65,23490 0,6818 0,31 0,3718
23 68,09220 68,76320 0,6710 0,31 0,3610

31 78,13110 78,79770 0,6666 0,31 0,3566

75% 32 79,68930 80,36210 0,6728 0,31 0,3628
33 67,49890 68,17540 0,6765 0,31 0,3665

41 69,03010 69,71060 0,6805 0,31 0,3705

100% 42 63,25220 63,93450 0,6823 0,31 0,3723
43 68,73880 69,41330 0,6745 0,31 0,3645
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Tabela G.3 Teor de perda de massa, dados das repetigoes.

D Biomassa seca (g) Teor de perda

Antes lavagem  Apoés lavagem  de massa (%)
01 0,4321 0,3641 15,7449
0% 02 0,4295 0,3713 13,5516
03 0,4274 0,3694 13,5664
11 0,4279 0,3716 13,1553
25% 12 0,4287 0,3668 14,4470
13 0,4281 0,3587 16,2200
21 0,4338 0,3808 12,2257
50% 22 0,4333 0,3718 14,1993
23 0,4358 0,3610 17,1629
31 0,4263 0,3566 16,3451
75% 32 0,4272 0,3628 15,0769
33 0,4269 0,3665 14,1425
41 0,4258 0,3705 12,9802
100% 42 0,4297 0,3723 13,3531
43 0,4308 0,3645 15,3860

Tabela G.3 Teor de perda de massa, dados médios.

ID

Teor de perda de massa (%)

0%
25%
50%
75%

100%

14,2876
14,6074
14,5293
15,1882
13,9064

+

HoH W W

1,2620
1,5386
2,4851
1,1055
1,2949
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Figura H.1 Reogramas de suspensdes de microalgas sem rompimento (a), (b), (c), (d), (e) e (f). Tensdo
de cisalhamento () e viscosidade (o) em fungéo da taxa de deformagdo (0 a 2000 s™!, subida 1).
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Figura H.3 Reogramas de suspensdes de microalgas sem rompimento (a), (b), (c), (d), (e) e (f). Tensdo
de cisalhamento (@) e viscosidade (o) em fun¢do da taxa de deformagdo (0 a 2000 s, subida 2).
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Figura H.6 Regressdao linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para
microalgas sem rompimento, modelo Newtoniano, subida 2 (0 a 2000 s™!).
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Figura H.7 Regressdo linear da tensio de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacgdo para
microalgas sem rompimento, modelo de Bingham, subida 2 (0 a 2000 s™).
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Figura H.8 Regressdo ndo-linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacgdo para
microalgas sem rompimento, modelo de Ostwald de Waele, subida 2 (0 a 2000 s™!).
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Figura H.9 Regressdo ndo-linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para
microalgas sem rompimento, modelo de Herschel-Bulkley, subida 2 (0 a 2000 s™).
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Tabela H.1 Andlise de significancia (a = 5%) dos coeficientes das regressdes dos modelos reologicos.

Modelo Equacao Coeficientes t valor-P

R2

Newtoniano (linear) T=puy )7} 6,5234 £+ 0,0585 111,4930 <0,0001 0,9236

Bingham . T -2684,17 76,4820 -35,0955 <0,0001

. T=719+ Uy 0,9870
(linear) u 8,5042 0,0614 138,4794 <0,0001
K 0,1578 0,0048 32,8783  <0,0001

Ostwald de Waele T = Kj™ 0,9990

7o 186,1425 37,6652 4,9420  <0,0001
T=10+Ky"* K 01112
n 15551

Herschel-Bulkley

+
+
+

(poténcia) n 1,5102 + 0,0041 365,1802 <0,0001
+
(poténcia) *
+

0,0101 153,3446 <0,0001

0,0087 12,7764  <0,0001 0,9991

Tabela H.2 Anélise de variancia dos coeficientes da regressao ndo linear do modelo reologico.

Soma Quadratica S;aus d(f Média Quadratica
Pigmentos iberdade F valor-P
SQR  SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT
Newtoniano - - - - - - - - - - -
Bingham  444E9 586E6  45E9 1 253 254 444E9 231ES 1,77E7 191E4  <0,0001
OS&V:;&“ 449E9 449E6  45E9 1 253 254 449E9 1,77E4 1,77E7 2.53E5  <0,0001
I;‘Lrlskcllé;l 449E9 411E6 45E9 2 252 254 S72E9 1.63E4 1,77E7 138E5  <0,0001
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H.2 Reologia de suspensdo de microalgas rompidas
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Figura H.12 Reogramas de suspensdes de microalgas rompidas (a), (b) e (c). Tensao de cisalhamento
(®) e viscosidade (o) em fun¢do da taxa de deformacdo (0 a 2000 s!, subida 1).
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Figura H.13 Reogramas de suspensdes de microalgas rompidas (a), (b) e (c). Tensdo de cisalhamento
(®) e viscosidade (o) em fun¢do da taxa de deformacdo (2000 a 0 s!, descida 1).
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Figura H.14 Reogramas de suspensdes de microalgas rompidas (a), (b) e (c). Tensdo de cisalhamento
(®) e viscosidade (o) em fun¢do da taxa de deformacdo (0 a 2000 s!, subida 2).
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Figura H.15 Reogramas de dados médios das suspensdes de microalgas rompidas, sendo a rampa de
subida 1 (a), descida 1 (b) e subida 2 (c) com representag¢ao do intervalo de confianca a 95% para cada

ponto experimental.
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Figura H.17 Regressdo linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacgdo para
microalgas sem rompimento, modelo Newtoniano.
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Figura H.18 Regressdo linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para
microalgas sem rompimento, modelo de Bingham.
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Figura H.19 Regressdo ndo-linear da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo para
microalgas sem rompimento, modelo de Ostwald de Waele.
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Figura H.20 Regressao ndo-linear da tensdo de cisalhamento em fungdo da taxa de deformagdo para
microalgas sem rompimento, modelo de Herschel-Bulkley.
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Tabela H.5 Analise de significancia (o = 5%) dos coeficientes das regressdes dos modelos reologicos.

Modelo Equacao Coeficientes t valor-P R?
Newtoniano (linear) T=puy u 6,0497 £ 10,0672 90,0422 <0,0001 0,8960
i T -3164,22 77,8430 -40,6487  <0,0001
Blflgham T =14+ py 0 0,9861
(linear) u 8,3780 0,0623  134,4205 <0,0001
K 0,0551 0,0018 29,9740  <0,0001
Ostwald de Waele T = K™ 0,9991

Tp -297,8171 31,9179  -9,3307  <0,0001
=190+ Ky" K 0,1005 0,0068 14,6957  <0,0001 0,9993
n 1,5663 0,0088 177,6322 <0,0001

Herschel-Bulkley

+
+
+

(poténcia) n  1,6435 = 00045 363,1823 <0,0001
+
(poténcia) *
+

Tabela H.6 Analise de variancia dos coeficientes da regressdo nao linear do modelo reologico.

Soma Quadratica Sgaus d(f Média Quadratica
Pigmentos iberdade F valor-P
SQR SQRes SQT GLR GLRes GLT MQR MQRes MQT
Newtoniano - - - - - - - - - - -

Bingham 4,35E9 6,12E6 4,4E9 1 254 255 4,35E9 2,41E5 1,73E7 1,81E4  <0,0001

Osw::ide 441E9  4,19E6 441E9 1 254 255 441E9 1,65B4 1,73E7 2.67E5  <0,0001
Herschel- 441E9  3,04E6 441E9 2 253 255 220E9 120E4 1,73E7 1.83E5  <0,0001
Bulkley
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Figura H.21 Reograma de dados médios com representagdo das 3 rampas analisadas, subida 1 (e),
descida 1 (m) e subida 2 (o).
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Figura H.22 Distribuicdo dos residuos do modelo reologico de microalgas rompidas da rampa de subida
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H.3 Valida¢do como indicador de rompimento celular

Tabela H.7 Dados reologicos de microalgas sem rompimento e rompidas.

Modelo Equacao Coeficientes
Ostwald de Waele .= K" K 01578 + 10,0048
sem rompimento 14 n 15102 £ 00041
Ostwald de Waele = Ky" K 00551 + 0,0018
rompida n 1,6435 + 0,0045
To 186,1425 + 37,6652
Herschel-Bulkley . _ . " pom g 01112+ 0,0087
sem rompimento
n 1,5551 + 0,0101
To -297,8171 + 31,9179
Herschel-Bulkley . _ "\ gon gk 01005 =+ 0,0068
rompida
n 1,5663 + 0,0088
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Figura H.23 Analise de identidade dos modelos reoldgicos das microalgas sem rompimento (eixo x) €
microalgas rompidas (eixo y), modelo Ostwald-de-Waele.
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