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AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE UMA LINHAGEM DE Saccharomyces
cerevisiae EM MEIOS CONTENDO GALACTOSE ORIUNDA DO HIDROLISADO
DA MACROALGA Kappaphycus alvareziiVISANDO A PRODUCAO DE ETANOL
3G

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil

Camylle Guimaraes Scheliga
Orientadores: Prof. Nei Pereira Jr., PhD e Roberto Nobuyuki Maeda, DSc

Uma das caracteristicas, que fazem com que o uso de macroalgas seja promissor para produgao de
bioetanol e outros bioprodutos, pode ser exemplificada pela sua elevada taxa de crescimento, ja que
resulta em uma alta taxa de consumo de CO2 atmosférico. Além de remover este gas de emissGes
antropogénicas, o CO2 é incorporado a biomassa algal, resultando em um elevado teor em
carboidratos, caracteristico desta biomassa. Além disso, diferentemente das culturas agricolas, a
maricultura prescinde do uso de areas agriculturaveis, de disponibilidade cada vez mais limitada. A
maricultura também faz com que o uso abundante da agua potavel para irrigacdo nao seja necessario,
sendo, também, uma das medidas preventivas para projecbes de escassez de agua. No entanto, o
maior desafio para producdo do etanol de terceira geragao (3G), a partir de Kappaphycus alvarezi,
consiste na formagao de compostos como 5-hidroximetilfurfural (HMF), obtido nas condicbes de
hidrélise acida da carragenana. Este composto tem inibido fortemente o crescimento de leveduras e a
fermentacdo etandlica. De modo a superar esta desvantagem, alguns métodos de destoxificacdo tém
sido desenvolvidos, visando contrapor o efeito inibidor exercido por este composto e obter uma
eficiente fermentabilidade do hidrolisado. No entanto, incluir etapas de destoxificacdo implica na
adicao de custos ao processo, como também, em uma maior complexidade e na geracdo de residuos
adicionais. Deste modo, o presente trabalho foi pioneiro ao avaliar a possibilidade da destoxificacao /in
situ do HMF, oriundo do pré-tratamento acido de Kappaphycus alvarezii, através da conversao em
uma forma menos inibitoria (forma alcodlica) por leveduras competentes, capazes de co-metabolizar
este composto inibidor. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi produzir células de
Saccharomyces cerevisiae CBS 1782 a partir do hidrolisado algal nao destixificado (contendo HMF).
Inicialmente, buscou-se entender a influéncia das varidveis de processo (temperatura, tempo,
concentracdo de sodlidos e concentracao de acido) para eficiéncia de hidrdlise acida da carragenana
(%), formacdo de HMF (g/L) e obtencdo de galactose (g/L), através de um planejamento fatorial 2*
completo. A tolerdncia da linhagem ao HMF foi investigada em seguida, onde também se avaliou a
influéncia exercida pela estratégia de aclimatacao celular. Para isso, foram feitos ensaios em frascos
agitados, a partir do hidrolisado da biomassa algal. Posteriormente, em condicOes similares, foi feita a
producdo de células em biorreator instrumentado sendo empregados dois modos de conducdo do
processo fermentativo (batelada simples e batelada alimentada). Os resultados revelaram que é
possivel produzir células aclimatadas da levedura S. cerevisiae sem a necessidade de destoxificacdo
do hidrolisado algal, sendo evidenciada tolerancia a 8 g/L de HMF. Em batelada simples, o
crescimento celular atingiu 4 g/L apds 40 horas de cultivo. Quando o processo foi conduzido por
batelada alimentada, obteve-se a producdo de 8 g de células com alta atividade metabdlica (Quumr
1,334 g.L.h™"), evidenciada através da conversdo de 10 g/L de HMF em 8 horas na segunda batelada.
A tolerancia observada foi superior a estudos recém-publicados com leveduras tolerantes a partir de
modificacbes genéticas, denotando que o processo de producdo de células de S. cerevisiae em
biorreator, conduzido por batelada, é capaz de potencializar a aclimatacdo celular ao hidrolisado algal,
com elevadas concentracdes de HMF.
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Macroalgae are a promising feedstock for the production of bioethanol and other bioproducts
due to their fast growth rate and their enormous capacity to convert CO,, removing it from
anthropogenic emissions, and incorporating it into biomass with high levels of carbohydrates.
Therefore, mariculture is not limited by agricultural expansion over terrestrial plants and
greatly prevents fresh water crisis. However, the main challenge of the third-generation (3G)
ethanol production from Kappaphycus alvarezii is the formation of byproduct compounds
from the acid hydrolysis of carrageenan, such as 5-hydroxymethylfurfural (HMF) that
severely inhibits cell growth and ethanol production. To overcome this drawback, some
detoxification methods have been developed to achieve high fermentability. Nonetheless,
detoxification steps add cost and complexity to the process and generate additional waste
products. Based on this, this work was the first to study the viability for in situ detoxification
of HMF, from the Kappaphycus alvarezii acid pre-treatment, by its reduction to a less
inhibitory compound (its alcoholic form) through co-metabolism by competent yeast cells.
Therefore, the aim of this work was to produce cells of Saccharomyces cerevisiae CBS 1782
from the algal hydrolysate without detoxification steps. Initially, a 2* full factorial design was
carried out as for understanding the effect of process variables (temperature, time,
concentration of solids and acid concentration) on carrageenan hydrolysis. The response
variables were the galactose concentration (g/L), HMF concentration (g/L) and hydrolysis
efficiency (%). The yeast strain tolerance to HMF was investigated, evaluating the influence
of cell acclimatization, in shake-flask assays with the algal hydrolysate and producing cells in
bioreactor using two modes of operation (simple batch and fed batch). The results revealed
that it is possible to produce yeast cells of S. cerevisiae in algal hydrolysate (without
detoxification), which were able to grow in 8 g/L of HMF after cell acclimatization. In simple
batch operation the final cell concentration reached 4 g dw/L after 40 hours. When the
process was carried out in feed batch, the cell growth reached 8 g with high metabolic
activity (Quwe=1.3 g L™h™), reducing 10 g/L of HMF in 8 hours in the second batch. These
results are far superior than those published with genetically engineered strains, denoting
that the growth of S. cerevisiae in bioreactor by feed batch promotes cell acclimatization to
the algal hydrolysate with high concentration of HMF. This strategy is very promising for
future studies that will integrate the production of cells acclimatized in algal hydrolyzate, with
high conversion rate of HMF, to fermentative process in order to produce 3G ethanol without
detoxification steps.
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CAPITULO 1

APRESENTACAO DO TEMA DA DISSERTACAO

Atualmente, muito se discute em relacdo as consequéncias ambientais
vinculadas a utilizacdo de fontes fdsseis, como mudancas climaticas geradas pela
intensa emissao de gases responsaveis pelo efeito estufa além de constantes
vazamentos de Oleo decorrentes de acidentes na prospeccdo do petrdleo
(DEMIRBAS, 2010 e DEMIRBAS, 2011).

Diante deste panorama e de questdes econdmicas atribuidas a possivel
esgotabilidade destas fontes, houve mudancas relacionadas a forma de obtengao de
combustiveis, onde a busca por matrizes renovaveis, sustentaveis e alternativas as
fontes petroliferas tem mobilizado os setores académicos, sociais e governamentais
(COSTA et al., 2010).

Dentre as fontes renovaveis, a utilizacao da biomassa apresenta um grande
potencial de crescimento para os proximos anos, por ser mais sustentavel e
possibilitar a producao de energia elétrica, de biocombustiveis como o etanol, como
também, de diversos produtos que atualmente sdo produzidos por rota petroquimica
(DEMIRBAS, 2010 e ELLIS et al., 2012).
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Diante disso, espera-se que tanto a producao quanto o consumo de etanol
aumentem ao longo dos anos, sendo estimado um crescimento anual de 10,3% da
demanda por este biocombustivel até 2020, fazendo com que seu consumo seja
estimado em 73,3 bilhdes de litros (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2011).

Dentre os diferentes tipos de biomassa, as macroalgas apresentam vantagens
e possuem um grande potencial a ser empregado para producao de bioetanol ou de
outros bioprodutos. Seu cultivo marinho dispensa a necessidade de utilizar agua
potavel para irrigacdo, pratica necessaria aos cultivos agricolas que consome mais de
70% dos recursos hidricos disponiveis; a maricultura faz com que o espaco destinado
ao seu cultivo ndo entre em conflito com o utilizado para as culturas agricolas,
fazendo com que o custo de seus produtos nao esteja atrelado ao aumento do preco
dos alimentos mais importantes da dieta alimentar; possuem elevado teor de
carboidratos sob a forma de polissacarideos organizados em estruturas mais simples
quando comparadas as estruturas presentes na biomassa lignoceluldsica; possuem
teor baixo ou nulo de lignina; sua elevada taxa de crescimento, resultante de uma
alta atividade fotossintética faz com que haja maior taxa de absorcao de CO,
atmosférico quando comparadas a diferentes tipos de biomassa empregadas. Todas
estas caracteristicas fazem com que o uso futuro de macroalgas como biomassa seja
atrativo e resulte em processos mais sustentaveis (NOGUEIRA, 2008; GOH & LEE,
2010; ANASTASAKIS & ROSS, 2011; JONES e MAYFIELD, 2012).

Dentre as espécies de macroalgas, optou-se neste trabalho estudar o
potencial de Kappaphycus alvarezij por possuir altas taxas de crescimento, suas
metodologias de cultivo ja serem estabelecidas, sendo a principal matéria-prima
empregada mundialmente para a producao de carragenana e apresentar alto teor
em carboidratos distribuidos em 56,81% de carragenana e 7,49% de celulose (GOH
& LEE, 2010 e HARGREAVES et al., 2013).

Em estudos prévios relacionados a producao de etanol a partir da fermentacao
de galactose resultante da hidrdlise acida da carragenana, presente em maior teor
em Kappaphycus alvarezi, constatou-se que as condicdes propicias para hidrolise
também resultaram na formacao de hidroximetilfurfural (HMF), um composto

inibitério que reprime o metabolismo dos microrganismos, podendo impedir ou
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prolongar a fermentac3o etandlica e inviabilizar a producdo de etanol 3G!. Visando
contrapor estes efeitos, tem sido utilizada a estratégia de remocao do HMF por
diferentes métodos de destoxificacdo, onde o uso do carvao ativo mostrou-se
eficiente ao remover (porém, nao seletivamente) este composto sem alteracoes
significativas na concentracao de galactose (KHAMBHATY et al., 2011; LEE et al,
2011; MEINITA et al., 2012; DAROCH; GENG; WANG, 2013).

Diante de limitagdes ao incluir etapas de destoxificacao como custo elevado e
perda de massa, no presente estudo sera discutida a possibilidade de utilizar a
estratégia de aclimatacao da levedura Saccharomyces cerevisiae CBS 1782 ao
hidrolisado contendo HMF, de modo a melhor entender seus mecanismos de
tolerancia a este composto. Ao utilizar esta estratégia, sera abordada a influéncia do
modo de conducdo do bioprocesso para adaptacdao celular ao hidrolisado algal
contendo HMF, como também, a viabilidade de integrar a producdo de células, ao
processo de producdo de etanol 3G, ambos a partir da biomassa algal, ja que
também contribui para estratégia de aclimatacdo celular, visando, futuramente,

prescindir de etapas de destoxificagao para ambos 0s processos.

Além da utilizacdo desta estratégia, pioneira em relagdo aos estudos recém-
publicados com Kappaphycus alvarezij, serdo relatados neste trabalho os parametros
influentes para hidrolise da carragenana a galactose e para formacao de HMF, como
também, as perspectivas para hidrolise enzimatica deste polissacarideo, ja que
diferentemente da hidrdlise acida, nao resultaria na formacdao de HMF, consistindo

em outra possivel estratégia a ser utilizada para viabilizagdo do etanol 3G.

! Etanol de terceira geracdo. Tecnologia fundamentada na produc¢do de etanol a partir de biomassas marinhas.




Scheliga CG Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Panorama mundial da matriz energética e suas implicacoes

Nos ultimos cem anos, a ampla utilizacdo dos combustiveis de origem féssil
(petrdleo, gas natural e carvao) reconhecidamente teve sua grande importancia para
o estabelecimento da sociedade moderna. O fato de esta matriz ser utilizada tanto
como fonte de energia quanto como matéria-prima para fabricacdo de inimeros
produtos proporcionou uma expansao industrial em diferentes setores ao longo dos
anos. Diante disso, novas tecnologias foram desenvolvidas, que atreladas ao advento
de motores movidos a gasolina e a dleo diesel, permitiram o desenvolvimento da
civilizagdo do automovel que contribuiu de forma significativa para o processo de
urbanizagdo das cidades através da mobilidade de pessoas e produtos (SHAFIEE;
TOPAL, 2009).

Dada a importancia desta matriz energética, o petrdleo ainda tem sido
consolidado como o recurso mais utilizado no mundo moderno, onde o crescimento
populacional aliado ao desenvolvimento tecnoldgico faz com que a demanda pelo

mesmo seja cada vez mais expressiva ao longo dos anos (PEREIRA JR. et al., 2008).
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De acordo com os dados disponibilizados pela International Energy Agency
(IEA), publicados em 2012, houve um aumento do consumo mundial de petrdleo,
entre 1973 e 2010, de 1500 milhdes de toneladas equivalentes de petrdleo (TEP),
sendo o setor de transportes o responsavel por 61,5% do mesmo no ultimo ano.
Estima-se que, em 2030, este setor contribuira em 97% para o aumento da

demanda mundial por esta fonte energética (IEA, 2009).

Ainda que a demanda por este combustivel fdssil seja cada vez mais
necessaria, seu uso € conflitante com o fato desta matriz ndo ser renovavel a um
prazo acessivel pela sociedade humana. Alguns estudos inclusive relatam a
possibilidade de esgotabilidade das reservas desta matriz, relatando que a deplegao
podera ocorrer nos proximos 40 anos, considerando constante nossa taxa de
consumo (SHAFIEE; TOPAL, 2009).

Aliada a esgotabilidade, nossa demanda por fontes fdsseis tem sido alvo de
intensos conflitos politicos e econdmicos entre os paises, por serem distribuidas
mundialmente de forma irregular, e estarem concentradas em regides
geopoliticamente instaveis (COLGAN, 2011).

Diante disso, depara-se frequentemente com a flutuacao do preco do barril de
petréleo, ocasionada por estas questdes abordadas, onde se estima que seu custo
seja cada vez mais alto com o passar das décadas, explicado também por
investimentos cada vez mais elevados, necessarios para exploracdo destas reservas,
cada vez menos acessiveis, exigindo, portanto, tecnologias mais sofisticadas e de
alto custo. Assim, valores que tangem US $200 ddlares por barril ja sdao estimados
para o final de 2030 (OWEN et al., 2010).

A utilizacdo intensa desta matriz energética ao longo destes anos nao gerou
mudancgas somente nos setores industriais e na dinamica econdmica da geopolitica
mundial. Atualmente, tornou-se notavel e necessaria para a sociedade moderna a
mudanca ideoldgica no que se remete a preocupagao com 0S expressivos impactos
ambientais consequentes da intensa utilizacdo de fontes fdsseis (RUSSO et al.,
2012).
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A intensa emissdo de gases como metano (CH4), Oxido nitroso (N,O),
hidrofluorcarbonos (HFC), perfluorcarbonos (PFC), hexafluor sulfurico (SF6) e,
especialmente, o gas carbonico (CO,) tem acentuado o efeito estufa. Estes gases,
resultantes da intensa combustdo de combustiveis fdsseis e acumulados na
atmosfera ao longo dos anos, tém proporcionado mudangas ambientais por
ocasionar o aumento da temperatura mundial, que se resulta, por exemplo, no
derretimento da camada de gelo no oceano Artico, alterando, portanto o nivel dos
mares, onde estas mudancas acarretam diretamente na perda da biodiversidade
como um todo, afetando também e cada vez mais a salde humana (PEREIRA JR. et
al., 2008).

Desta forma, estudos relatam que esta emissao excessiva de CO, podera
acarretar no aumento da temperatura da superficie terrestre em aproximadamente
1,5-4°C nos préximos 40 anos. Considerando-se que a emissao mundial de CO,
resultante da queima de combustiveis liquidos, como gasolina e Oleo diesel,
decorrente do setor de transportes tem aumentado ao longo dos anos (45% entre
1990 e 2007), com projecbes de aumento de aproximadamente 40% até 2030, e
gue dentre o setor de transportes a emissdao do setor rodoviario tem sido a mais
expressiva, esforcos tem sido direcionados visando uma reducao significativa da
emissao de CO, atrelada a este setor por medida de controle dos impactos previstos
(KONE; BUKE, 2010 e OECD/ITF, 2010).

Estabeleceu-se, portanto, entre diversos paises, um conjunto de metas que
constituem o Tratado de Kyoto, criado no ambito da Convencao-Quadro das Nacoes
Unidas sobre Mudancas Climaticas, com o intuito de diminuir a emissao de gases de
efeito estufa. Tais esforcos incluem o incentivo a pesquisa, a producao e ao consumo
de biocombustiveis liquidos, como etanol, biodiesel e butanol, por serem produzidos
através do uso de biomassas, uma fonte de energia renovavel em curto prazo,
menos agressora ao meio ambiente e alternativa, por conta disso, a muitas
problematicas relacionadas ao uso de fontes fosseis abordadas anteriormente
(BETANCUR, 2010 e NAJAFI et al., 2011).
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2.2. Biomassas e Biocombustiveis

As biomassas podem ser definidas como recursos naturais provenientes de
matéria organica com potencial utilizacdao para producdo de energia. Semelhante a
outros modos de obtencdo de energia renovavel, a biomassa constitui uma forma
indireta de energia solar, ao ser convertida em formas de energia quimica acumulada
diante das reacOes fotossintéticas. Podem ser geradas naturamente ou por atividade
antropogénica, onde madeiras, produtos agricolas e seus residuos, plantas aquaticas,
algas, residuos de animais e da industria alimenticia podem ser citados como
exemplos de biomassa utilizada (NOGUEIRA, 2008 e BETANCUR, 2010).

Explica-se o atrativo das biomassas por serem constituidas de diferentes tipos
de carboidratos em altas concentragdes podendo ser utilizadas como combustivel
sdlido, ou convertida em forma liquida ou gasosa para produgao de energia elétrica,
calor, compostos quimicos e combustiveis liquidos e gasosos, por vias termoquimica
ou bioquimica (DEMIRBAS, 2010).

Consequentemente, biocombustiveis podem ser definidos como combustiveis
obtidos a partir do uso de biomassas, que sdo renovaveis em curto prazo, sendo
exemplificados por formas liquidas como o bioetanol e biodiesel ou por formas
gasosas como o biogas. Por conta disso, as numerosas vantagens da utilizacao
destes biocombustiveis encontram-se atreladas aos beneficios presentes na utilizacao
de biomassas, que podem ser exemplificadas também pela valorizagdo econémica de
compostos considerados residuos industriais; pelas crescentes oportunidades de
desenvolvimento econémico associado a grande diversidade de biomassas além de
ndo potencializarem o aquecimento global j& que o processo fotossintético
proporciona a absorcao de CO, (KOH; JABOURY, 2008 e BETANCUR, 2010).

Devido a grande extensao do territdrio brasileiro associada também as suas
condigdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento de diferentes tipos de biomassa
e ao uso de outras fontes renovaveis, a matriz energética brasileira € uma das mais
limpas do mundo, sendo 45% da mesma proveniente de fontes renovaveis (COSTA
et al., 2010).
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O bioetanol, por sua vez, é o biocombustivel liquido mais utilizado
mundialmente podendo ser usado puro ou misturado a combustiveis derivados do
petréleo, sendo empregado em veiculos automotores com combustdo iniciada por
motores do ciclo Otto (NOGUEIRA, 2008).

No Brasil, para producdo do bioetanol, utiliza-se a cana-de-aglcar como
biomassa onde a sacarose, proveniente do caldo de cana, do melago ou da mistura
de ambos é o carboidrato predominante, prontamente disponivel e utilizado como
substrato a ser assimilado por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae para a

producado deste alcool através da fermentacao alcodlica (BASSO, 2011).

O Brasil tem tido iniciativa para producao deste biocombustivel desde 1927,
ano em que foi instalada a primeira bomba de alcool. Devido ao aumento dos pregos
dos barris de petréleo, em virtude da crise mundial, o Programa Nacional do Alcool
(Pro-alcool) foi criado em 1975 pelo Governo Federal, estimulando sua producao de
forma a suprir tanto o mercado interno quanto o externo. Desde entdo, o incentivo a
producdo de etanol, refletido no Pré-alcool, passou por diferentes fases em que o
favorecimento da producao e fases de estagnagao foram estimuladas pelos pregos
do barril de petrdleo, pela iniciativa da industria automobilistica de fabricar carros

movidos a alcool, como também pelo mercado de agicar (MUSSATTO et al., 2010).

Atualmente, a producao mundial de etanol encontra-se em torno de 84,5
bilhdes de litros por ano (produgao alcangada em 2011) sendo o Brasil o segundo
maior produtor e o primeiro maior exportador mundial deste biocombustivel, com
uma producdo de 26 bilhdes de litros na safra de 2009-2010. Ja os Estados Unidos,
que alcancaram uma produgao de 10.600 milhdes de galdes de etanol em 2009, sao
0s maiores produtores de bioetanol até entao (BASSO, 2011; RFA, 2012).

O sucesso brasileiro por ser exemplificado por tais incentivos governamentais
e pelas caracteristicas desta biomassa, compativel com o clima brasileiro, exigirem
tecnologias menos extensivas para seu processamento, proporcionando o maior
superavit em relacao de energia, quando comparada aos outros tipos de biomassas
ja empregadas mundialmente para producdo deste biocombustivel (MILANEZ; NYKO,
2012).
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Entende-se por relacdo de energia, a energia renovavel produzida na cadeia
produtiva do biocombustivel dividida pela quantidade de energia ndo-renovavel
requerida para sua producdo. Esta caracteristica influi nas despesas decorrentes da
sua etapa produtiva, onde a tecnologia brasileira possui um custo 39% menor
comparado a tecnologia empregada pelos Estados Unidos, que utilizam o milho e
mesmo assim sao maiores produtores de bioetanol (BETANCUR, 2010 e MILANEZ;
NYKO, 2012).

2.3. Perspectivas brasileiras para producao de biocombustiveis

Atualmente, o Brasil vive um cenario promissor com a autossuficiéncia em
petréleo iniciada em 2006 sendo prolongado pelas descobertas do grande potencial
petrolifero na area do pré-sal. Area esta, que engloba as bacias sedimentares do
Espirito Santo, Campos e Santos e cujos depdsitos situam-se entre 5 mil metros e 7
mil metros, sob uma camada de sal, abaixo do leito do Oceano Atlantico. Deste
modo, toda a tecnologia que tem sido desenvolvida e implementada para a
exploracdo destas reservas contribuira para que a producao nacional de petréleo e
de gas natural seja no minimo duplicada ao longo do decénio 2011-2020 (BRASIL,
2009 e TOLMASQUIM, 2012).

Por outro lado, todos os beneficios econémicos atrelados a este potencial
petrolifero também se encontram acompanhados dos impactos ambientais vinculados
a utilizacdao destas fontes fdsseis, tanto decorrentes de acidentes na prospecgao, com
maiores probabilidades dada as maiores profundidades da area pré-sal, quanto pela
emissao continua de gases de efeito estufa. Desta forma, ainda que haja certa
estabilidade, esforgos continuam sendo direcionados ao uso de fontes mais limpas e
renovaveis como as biomassas, onde nos ultimos 30 anos, seu uso para producao de
biocombustiveis, aliado ao consumo do etanol em detrimento a gasolina, evitou
emissoes de cerca de 800 milhoes de toneladas de CO, (BRASIL, 2009 e GALDOS et
al., 2013).
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Diante disso, estima-se que 50% da producdo brasileira de petrdleo sera
direcionada ao mercado externo em 2020, fazendo com que o Brasil possa usufruir
economicamente sem que sua producao, em sua totalidade, comprometa o aumento
da participacdo de fontes fésseis na matriz energética nacional. Ainda que haja a
disponibilidade de novas fontes petroliferas, € esperado que a participagao de fontes
renovaveis como as biomassas seja cada vez maior nesta matriz ao longo dos anos
(MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2011 e TOLMASQUIM, 2012).

Assim, espera-se que tanto a producao quanto o consumo de etanol
aumentem, sendo estimado um crescimento anual de 10,3% da demanda por etanol
até 2020, alcancando um consumo de 73,3 bilhdes de litros, justificado também pelo
aumento da frota de veiculos flex-fue/ de 12,4 milhdes em 2010 para 39,1 milhdes
em 2020. Tal fato sinaliza para necessidade do desenvolvimento e da implementacao
de novas tecnologias de producao de etanol, tanto no Brasil quanto mundialmente,
visando o aumento da sua producao e o suprimento desta demanda. (MINISTERIO
DE MINAS E ENERGIA, 2011 e TOLMASQUIM, 2012).

2.4. Tecnologias para producao do bioetanol - Primeira e Segunda Geragao

Para que os carboidratos, presentes nas biomassas, possam ser utilizados
como fonte de carbono por grande parte dos microrganismos capazes de fermentar e
produzir altas concentracdes de etanol é necessario que 0s acglcares estejam
disponiveis em formas simples, ou seja, na forma de mono ou dissacarideos, que sao
facilmente internalizados por estas células microbianas e metabolizados a etanol
(MOSIER et al., 2005).

Neste contexto, o etanol considerado de primeira geracao, é produzido por
tecnologias simples, bem estabelecidas e implementadas pelas industrias produtoras,
compreendendo o uso de biomassas que possuem em sua composicao altas
concentracdes destas formas monossacaridicas, dissacaridicas ou estruturas
polissacaridicas de facil hidrélise (STOCKER, 2008 e SILVEIRA, 2011).
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Um exemplo desta tecnologia corresponde ao uso do caldo da cana-de-acucar
e do melaco, ja que possuem altas concentracdes de sacarose em sua composicao.
Outro exemplo, consiste na utilizacao de biomassas como o milho, que possui altas
concentragbes de amido, um polissacarideo composto por monémeros de glicose,
facilmente hidrolisado por ataque acido ou por acdo de enzimas. Ainda que esta
metodologia seja mais laboriosa, pela necessidade de hidrdlise do polissacarideo, tal
tecnologia é bem estabelecida e utilizada pelos Estados Unidos (STOCKER, 2008;
CGEE, 2010 e TAN et al., 2010).

Apesar da simplicidade implicita na producao do etanol de primeira geragao,
alguns fatores sugerem a necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias,
justificadas pelo fato de a biomassa utilizada ser a mesma empregada pra produgao
de alimentos de alta importancia da dieta alimentar, como o agucar no caso da cana-
de-acglcar, fazendo com que a producdo a partir desta matéria-prima seja dividida
entre estas duas finalidades. Isso faz com que tanto a producao quanto o custo final
deste biocombustivel sejam influenciadas pelo mercado de aglcar. Diante disso e das
preocupacdes que concernem o uso da area agriculturavel para estes fins, iniciativas
tém sido crescentes no intuito de desenvolver novas tecnologias e de aumentar a
producao de etanol visando suprir a demanda crescente ao longo dos anos (MAPA,
2007; NAIK et al., 2010; TAN et al., 2010 e DIAS et al., 2011).

Neste ambito, a tecnologia do etanol de segunda geracao é inspirada em
agregar valor aos residuos agricolas ou agroindustriais, existentes em quantidades
maiores que as requeridas no local de produgao. Sao utilizadas nesta tecnologia,
biomassas de carater lignoceluldsico exemplificadas por bagaco, palhas, folhas e
residuos de exploracdo madeireira (PEREIRA JR. et al., 2008).

Deste modo, com esta tecnologia emergente, espera-se aumentar a
produtividade dos biocombustiveis sem a necessidade de aumentar as areas de
cultivo onde se espera que o etanol de segunda geracao seja comercializado nos
proximos cinco anos (PEREIRA JR. et al., 2008 e DIAS et al., 2011).
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A biomassa lignoceluldsica € composta majoritariamente por polimeros de
celulose (34-47%), hemicelulose (24-29%) e lignina (18-28%), em base seca, onde
a porcao celuldsica, mais representativa na biomassa lignoceluldsica, tem forma
polimérica sendo composta por numerosos monémeros de glicose arranjados por
ligacdes de complexa hidrdlise para sua disponibilizacdao, sendo utilizadas para
hidrdlise desta estrutura enzimas que atuam sinergicamente denominadas celulases
(SERPA, 2012).

Pelo fato da lignina ser covalentemente ligada tanto a celulose quanto a
hemicelulose, tendo funcao primaria de proporcionar o suporte estrutural dos
vegetais, proporcionando resisténcia a degradacdo de sua parede celular, diferentes
tecnologias de pré-tratamento tém sido propostas e aprimoradas visando
desorganizar esta estrutura, remover a lignina e expor tanto a celulose quanto a
hemicelulose a acao hidrolitica destes biocatalisadores, para em breve implementar a
producao do etanol de segunda geracao (ROSA; GARCIA, 2009; SOCCOL et a4,
2010; KAZI et al, 2010 e SERPA, 2012).

2.5. Etanol de Terceira Geracao — Tecnologia portadora de Futuro

Tém sido cada vez maiores as preocupacdes em relacdo ao intenso uso da
agua potavel destinada ao crescimento das biomassas vegetais. Estudos em escala
mundial indicam que a irrigagdo ja consome mais de 70% dos recursos hidricos
disponiveis, onde a producdo agricola é responsavel por 40% deste consumo, sendo
contrastante ao fato das mudancgas climaticas, decorrentes do aumento do efeito
estufa, tenderem a alterar de forma critica os regimes pluviais e hidricos, diminuindo

severamente sua disponibilidade ao longo dos anos (NOGUEIRA, 2008).

No mais, ainda que em paises como o Brasil momentaneamente ndo haja
conflito no uso da terra para biocombustiveis e alimentos, sendo utilizada somente
1,4% da area agriculturavel para esta finalidade (producao de alcool e agucar), tal
realidade é passivel de mudancas ao serem consideradas as hipdteses de
esgotabilidade de fontes fosseis (GOH; LEE, 2010).
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Devem ser consideradas também as crescentes preocupagdes em torno dos
impactos ambientais decorrentes da producdo de outros compostos quimicos, além
dos combustiveis, por rota petroquimica, onde ja tém surgido iniciativas para
producao de acidos organicos e de outros compostos quimicos de ampla utilidade na
industria, a partir do uso de biomassas, fazendo com que nestes cenarios, seja ainda
mais complexa a administracao das areas agriculturaveis (GOH; LEE, 2010; LI et 4/,
2011).

Neste contexto, por mais da metade da biomassa mundial ser originada no
ambiente marinho, tem se destacado a pesquisa por algas com potencial, em termos
de composicdo quimica, de serem utilizadas como biomassa para producdo de
bioetanol. Assim, pode-se definir a tecnologia de etanol de terceira geragao pela
ideologia da producdo de biocombustiveis a partir de algas marinhas, ja que sao
promissoras ao ndao competirem com a area agriculturavel, ndo desprendendo,
portanto, solos férteis ao seu cultivo e nao desviando também grande parte da agua
potavel para irrigacdo, ja que os principais requisitos para seu cultivo envolvem a

abundante agua marinha, a luz solar e o CO, (JOHN et a/., 2011).

Normalmente, esta biomassa algal é agrupada em duas categorias baseadas
na sua morfologia e tamanho: as microalgas sao organismos microscdpicos, grande
parte das espécies sao unicelulares, ao contrario das macroalgas, caracterizadas por
serem multicelulares, macroscdpicas, possuindo estruturas que lembram raizes,
caules e folhas de plantas superiores. Como vantagens intrinsecas ao cultivo
marinho, a utilizagdo das mesmas dispensa gastos com fertilizantes quimicos, nao
danificando o solo através dos impactos ambientais causados pelo frequente
monocultivo (DEMIRBAS, 2010; JUNG et a/., 2012; PARK et al., 2012).

Aliado a isso, em relacao as macroalgas, pode-se destacar sua capacidade de
converter energia solar em energia quimica com eficiéncia fotossintética de 6 a 8%,
visivelmente superior quando comparada a de biomassas terrestres comumente
utilizadas (1,8 a 2,2%) (BORINES; DE LEON; MCHENRY, 2011; JOHN et a/, 2011;
JUNG et al., 2012).
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Tal caracteristica faz com que sua taxa de crescimento também seja superior
a de outros vegetais, assim como sua taxa de absor¢do de CO, atmosférico, fazendo
com que a utilizagdo das macroalgas seja uma opcao mais sustentavel no que se
remete as preocupacoes com o efeito estufa. O fato desta biomassa se desenvolver
em menos tempo, reflete-se também em uma producdo mais eficiente de estruturas
como carboidratos, lipideos e proteinas, passiveis de serem processadas para
producao de compostos de interesse industrial, incluindo biocombustiveis como o
etanol (BORINES; DE LEON; MCHENRY, 2011; JOHN et a/,, 2011; JUNG et al., 2012).

Tais caracteristicas favoraveis podem ser visualizadas na Tabela 2.1, que
mostra o volume de etanol produzido de acordo com as taxas de crescimento de

diferentes biomassas ja empregadas.

Tabela 2.1 - Comparacdao do potencial para producdo de bioetanol entre diferentes

biomassas baseado em suas taxas de crescimento.

Milho Beterraba- Cana-de-

Trigo (grao) (semente) sacarina agucar Macroalga

Rendimento
médio global 2.800 4.815 47.070 68.260 730.000
(Kg hatano 1)

Peso seco dos
carboidratos

1.560 3.100 8.825 11.600 40.150
hidrolisaveis

(Kg hat ano ')

Volume potencial
de bioetanol 1.010 2.010 5.150 6.756 23.400

(Lhatano ™)

Fonte: BORINES et al., 2011.

Em relacao as caracteristicas estruturais destes carboidratos, outra vantagem
presente na utilizagdo das macroalgas é justificada pelas macromoléculas destas
biomassas estarem organizadas entre si de formas mais simples quando comparada

a biomassa lignoceluldsica. Apesar de, aparentemente, serem semelhantes as
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plantas, as macroalgas possuem muito baixo ou inexistente teor de lignina, fazendo
com que os catalisadores utilizados, em especial as enzimas, possuam facil acesso
aos polissacarideos de interesse. Além disso, a auséncia da lignina, que proporciona
a resisténcia da biomassa terrestre a degradacao quando exposta ao ambiente, nao
inviabiliza o estoque da biomassa algal, quando seca, por um periodo favoravel ao
seu uso industrial (JONES; MAYFIELD, 2012).

Em termos de cultivo, o de muitas espécies de macroalgas ja € bem
estabelecido e implementado, ja que sao utilizadas para producdo de compostos
gelificantes e espessantes utilizados no ramo alimenticio e de cosméticos. Tais
produtos ainda que com uma producao significativa, nao compdem os principais
alimentos da dieta alimentar como o aclcar e o milho (BORINES; DE LEON;
MCHENRY, 2011).

Todas estas vantagens justificam, portanto, tanto o enfoque quanto o
desenvolvimento de pesquisas que permitam viabilizar o uso da biomassa marinha,
em especial das macroalgas, para producdo de biocombustiveis como o etanol tanto
por sua composicao quimica e caracteristicas de crescimento serem atrativas quanto
pela conscientizacdo das questbes ambientais, dadas as presentes condicdes que
tendem a tornarem-se criticas ao longo dos anos como limitacdo de recursos
hidricos, esgotabilidade das fontes fdsseis, aumento do efeito estufa, entre outras,

como mencionado anteriormente.

2.6. Macroalgas - Kappaphycus alvarezii

As macroalgas sao historicamente divididas em trés grandes grupos baseados
em seus diferentes tipos de pigmentos fotossintéticos, sendo estes o grupo das algas
castanhas (Phaeophyta), das algas verdes (Chlorophyta) e das algas vermelhas
(Rhodophyta) (BORINES et a/,, 2011).

Tanto seus pigmentos, quanto sua taxa de crescimento e sua composicao
quimica sao diretamente afetadas pelo seu habitat devido a variacao de fatores como

a luminosidade, temperatura, salinidade, niveis de nutrientes, de poluicao, entre
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outros. Deste modo, a composicao dos diferentes grupos de macroalgas pode ser
visualizada na Tabela 2.2, onde pode ser destacado o teor expressivo de
carboidratos (FREILE-PELEGRfN; ROBLEDO, 2007). Dentre os diferentes grupos, o
das algas vermelhas apresenta taxa de crescimento satisfatdria, sendo o grupo de

algas mais produzido nos ultimos anos, como pode ser observado na Figura 2.1.

Tabela 2.2 — Composicao das macroalgas em seus diferentes grupos.

Componente Algas pardas (%)  Algas vermelhas (%)  Algas verdes (%)

Agua 75-90 70-80 70-85
Minerais 30-50 25-35 10-25
Carboidratos 30-50 30-60 20-50
Proteinas 7-15 7-15 10-15
Lipidios 2-5 1-5 1-5
Celulose 2-10 2-10 20-40

Fonte: Faccini (2007).

Integrante deste grupo, as algas da espécie Kappaphycus alvarezii sao
cultivadas especialmente em areas rasas, adaptam-se a altos niveis de iluminacao,
tendo preferéncia por aguas claras e limpas, crescendo também em aguas turvas
causadas por sedimentagcao em suspensao, sendo preferencial uma temperatura para
crescimento que varia de 20°C a 32°C. Possuem como pigmentos as clorofilas a e d,
e as ficobilinas, principalmente ficoeritrina, influenciando diretamente em sua
coloracao que pode ser desde rosa, negra até esverdeada (Figura 2.2). Como
produtos de reserva possuem o amido das florideas, que ocorre como granulos no
citoplasma, fora do cloroplasto (HAYASHI, 2007).
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Figura 2.1 - Producao dos diferentes grupos de macroalgas ao longo dos anos
Fonte: Adaptado de Jung et al. (2012). Onde: * Massa Umida.
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Figura 2.2 - Diferentes aspectos e cores da alga da espécie Kappaphycus alvarezii
Fonte: http://www.algaebase.org/search/images/detail/?img id=6791&sk=0.

Em relacdo aos carboidratos predominantes nesta espécie, passiveis de uso

industrial, apresenta aproximadamente 56,81% de carragenana, um polissacarideo
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composto principalmente por mondmeros de galactose, além de possuir em torno de
7,49% de celulose (HARGREAVES et al., 2013).

Devido ao seu teor expressivo de carragenana, um carboidrato que
atualmente tem aplicacdo na industria alimenticia como espessante e gelificante,
Kappaphycus alvarezii é a principal matéria-prima para a obtencao destes produtos,
sendo procedente de cultivos nas Filipinas, Indonésia e Tanzania, onde sua producao
aumentou cerca de 5.000 toneladas, em 1985, para mais de 110.000, em 2005
(GOH; LEE, 2010).

2.7. Cultivo de Kappaphycus alvarezii

A maricultura de Kappaphycus alvarezii é feita em um sistema extensivo, sem
adicdo de nutrientes e tratamento com compostos quimicos. Seus cultivos comerciais
sao realizados em larga escala empregando o sistema conhecido como "tie-tie", onde
porcoes do talo sdo amarradas em cabos de cultivo e estes sdo mantidos fixos ao

fundo ou em sistemas flutuantes como balsas ou /ong-/ines (HAYASHI et al., 2007).

Além do mais, a propagacao de K. a/varezii é um processo de carater continuo
baseado na sua multiplicacao vegetativa de ciclos sucessivos de cultivo por 40 a 60
dias (Figura 2.3). A maricultura desta alga teve inicio nas Filipinas na década de 70,
onde em dez anos, modificou o cenario mundial da industria de ficocoldides e
empregou mais de 60 mil familias. Tal sucesso, justificado pelo rapido crescimento
da espécie e pela metodologia simples de cultivo, inspirou sua propagacdo para
diversas regides do mundo, em paises como Estados Unidos, Japdo, Cuba, Venezuela
e Brasil (HAYASHI, 2007).

No Brasil, o cultivo desta espécie foi introduzido experimentalmente na Praia
do Itagua (Ubatuba, SP), em 1995, apds estudos académicos para a obtencdo do
conhecimento sobre a biologia deste clone e a verificagdo da possibilidade de cultiva-
la neste local sem danos ambientais. Em 1998, outro clone trazido da Venezuela, foi

introduzido na Baia da Ilha Grande e posteriormente na Baia da Marambaia, ambas
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no Estado do Rio de Janeiro, para a implantacao do primeiro cultivo do Brasil em
escala comercial (ONDAS BIOMAR).

Os resultados obtidos durante estes experimentos evidenciaram caracteristicas
favoraveis das linhagens desta espécie de algas para o cultivo comercial no Brasil.
Verificou-se que a adaptacdo da espécie a regidgo devido as altas taxas de
crescimento e ao alto teor de carragenana durante todo o ciclo anual. Além do mais,
observou-se a influéncia da temperatura para sazonalidade e a necessidade de um
melhor controle da herbivoria. No entanto, ndo foram observados indicios de riscos

ambientais, o que torna atrativo o cultivo desta espécie (ONDAS BIOMAR).

Figura 2.3 — Cultivo de Kappaphycus alvarezi.
Fonte: http://www.ondasbiomar.com.br/?page id=375

Diante disso, a criacdo de legislacdo especifica para este tipo de cultivo no
Brasil foi iniciada em 29 de novembro de 2005, através da realizacao da primeira
reuniao tematica, coordenada pela SEAP-PR (Secretaria Especial de Aquicultura e
Pesca — Presidéncia da Republica) e pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), na Universidade Estadual do Rio de
Janeiro, para tratar da sua regulamentacao no Brasil. Em 18 de julho de 2007 com a
publicacdo no Diario Oficial da Unidao (DOU), pelo IBAMA, da Instrucao Normativa
(IN) n° 165, de 17 de julho de 2007, foi permitido o cultivo de Kappaphycus alvarezi,
exclusivamente no litoral sudeste e sul do Brasil, mediante assinatura de Termo de

Compromisso (TC), para os empreendimentos que houvessem protocolado
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solicitacdo de cessdao de uso de espaco fisico de dominio da Unido para fins de
aquicultura na SEAP-PR até a data de 29 de novembro de 2005 (ONDAS BIOMAR).

Posteriormente, em 23 de julho de 2008, foi publicada no DOU a IN n° 185
(IBAMA), que permitiu o cultivo de Kappaphycus alvarezii entre a Baia de Sepetiba
(RJ) e a Ilha Bela (SP) regulamentando definitivamente esta atividade no Brasil.
Atualmente, tais legislacdes e a adaptacao da espécie no litoral brasileiro estimulou o
surgimento de empresas como a Ondas Biomar que foi fundada em 2004 e tem sido
pioneira tanto no cultivo quanto no ciclo completo da fabricacao de carragenana,
possuindo também um dos maiores cultivos de Kappaphycus alvarezii, da América
Latina, situados na restinga da Marambaia, litoral Sul do Rio de Janeiro (ONDAS
BIOMAR).

Sendo assim, as bem estabelecidas caracteristicas de cultivo tanto
mundialmente quanto ao litoral brasileiro, ainda que a pratica seja recente e
pioneira, justificam a escolha desta espécie para estudo como biomassa para
aplicagdo biotecnoldgica, resultando-se na producdo de outros compostos de

interesse industrial como os biocombustiveis.

2.8. Principais caracteristicas da carragenana

As carragenanas sao polissacarideos lineares e sulfatados, presentes em
varias espécies de algas do género Rhodophyta, onde sua estrutura é composta por
sequéncias dissacaridicas que compreendem as repeticdes de residuos de B-D-
galactopiranose ligados nas posicoes 1 e 3, e residuos de a-D-galactopiranose
ligados nas posicoes 1 e 4 . A presenga de mondmeros de D-galactose como unidade
basica, torna a aplicacdo da carragenana, e consequentemente, o uso de
Kappaphycus alvarezii mais atrativo para os processos fermentativos quando
comparado ao de espécies de algas que possuem, por exemplo, 0 agar como
polissacarideo predominante, que possui tanto D-galactose quanto L-galactose. O
fato de possuir L-galactose faz com que este aclicar possa agir como um inibidor

para o processo fermentativo uma vez que as espécies de leveduras, comumente
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empregadas para fermentagdo alcodlica, ndo fermentam este monémero quando
nesta configuragao (DAROCH; GENG; WANG, 2013).

Os diferentes tipos de carragenanas, por sua vez, sao diferenciados entre si
pelo seu grau de sulfatacao e pela sua quantidade de 3,6-anidro-D-galactopiranose
sendo, por conta disso, distribuidos em grupos denominados Kappa, Lambda, e Iota
(KHAMBHATY et al., 2012).

Em relacdo ao teor de sulfato, a carragenana do tipo Lambda apresenta trés
grupamentos por unidade de repeticao, diferentemente do tipo Jfota que possui dois
e do tipo Kappa que é constituido por um. Diante disso, existem estudos que relatam
que o teor de sulfato é diretamente proporcional a dificuldade de hidrdlise desta
estrutura, sendo, portanto, o uso de Kappaphycus alvarezii vantajoso na medida em

que apresenta basicamente carragenanas do tipo kappa (KHAMBHATY et al., 2012).

Assim, a estrutura da Kappa carragenana, como pode ser observada na
Figura 2.4, é organizada em unidades repetidas de D-galactopiranose-4-O-sulfato,
conectadas por ligagdes do tipo a(1->3), alternadas a unidades de 3,6 anidro-D-

galactopiranose, unidas por ligagdes do tipo B(1->4).

Figura 2.4 — Estrutura da Kappa carragenana.
Fonte: http://www.lIsbu.ac.uk/water/hycar.html. Acesso em 20/02/2013.

2.9. Pré-tratamento da biomassa algal e hidrolise acida da carragenana

Tanto para solubilizar a carragenana, com o objetivo de separa-la da estrutura

celuldsica, quanto para hidrolisar esta galactana a monOomeros de galactose,
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passiveis de serem utilizados em processos fermentativos, a estratégia mais utilizada
compreende o uso de catalisadores quimicos. Diante disso, o tratamento desta
biomassa algal com acido diluido, em temperaturas elevadas, tem sido a metodologia
mais adotada para esta finalidade. Desta forma, o acido sulfirico tem sido o mais
utilizado, proporcionando a melhor eficiéncia de hidrolise dentre os acidos testados,
como por exemplo, o acido cloridrico (KIM et al, 2011; DAROCH; GENG; WANG,
2013).

Em diferentes trabalhos recém-publicados, as estratégias mais adotadas
compreendem a exposicao da biomassa algal seca a uma solucao de acido sulfurico,
sendo avaliadas as concentragbes de 0,1% a 3% v/v, em temperaturas que variam
de 120 a 130°C, por 15 a 120 minutos (LEE et al, 2011; MEINITA et al, 2012;
DAROCH; GENG; WANG, 2013).

Tais condicdes promovem a separagao de duas fases, onde na fase liquida
encontram-se os monémeros de galactose oriundos da hidrdlise da carragenana e na
fase sdlida o conteldo celuldsico exposto e pronto para ser submetido ao processo
de sacarificagao, visando hidrolisar esta estrutura a mondmeros de glicose e fazendo
com que estes dois tipos de aglcares possam ser utilizados, posteriormente, como
substrato para producao de etanol ou de outros compostos de interesse comercial
(HARGREAVES et al., 2013).

Observa-se, portanto, que tal estratégia de pré-tratamento € mais simples
quando comparada ao pré-tratamento necessario as biomassas lignoceluldsicas, em
que se necessita de mais uma etapa para a remocdao da lignina. Para o pré-
tratamento de ambas as biomassas, 0 uso de acido diluido a temperaturas elevadas
tem levado a resultados satisfatdrios relacionados a eficiéncia de hidrélise (JONES;
MAYFIELD, 2012; DAROCH; GENG; WANG, 2013).

No entanto, apesar destas condicbes serem favoraveis a formagdo de
aclcares simples, as mesmas também proporcionam a formacao de compostos
inibitdrios que sdo tdxicos aos microrganismos e afetam o seu metabolismo. Isso faz
com que ocorra uma queda significativa na produtividade em etanol na etapa
fermentativa e constitui um dos desafios para viabilizacao do etanol de segunda e
terceira geragao (JONES; MAYFIELD, 2012; DAROCH; GENG; WANG, 2013).
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Dentre os compostos inibidores resultantes do pré-tratamento acido da
biomassa lignoceluldsica, os mais comuns sdo o acido acético, o furfural, o
hidroximetilfurfural (HMF) e os compostos fendlicos. Ja nas condicdes de hidrdlise
acida da carragenana ocorre a formacao de hidroximetilfurfural (HMF), um composto
inibidor comumente gerado a partir da desidratacao de hexoses, como a galactose
(BETANCUR, 2010; NICHOLS, 2010; MEINITA et al., 2012).

A toxicidade destes compostos é consequente dos possiveis danos causados
em nivel de membrana celular ou na sintese de macromoléculas que incluem as
enzimas envolvidas no metabolismo fermentativo, especialmente na via glicolitica
(NICHOLS, 2010). Dentre estas enzimas, as com atividade mais afetada pela
presenca do HMF sdo a triose-fosfato desidrogenase, alcool desidrogenase, aldeido

desidrogenase e piruvato desidrogenase (BETANCUR, 2010).

Ainda que este efeito inibitdrio seja em menor intensidade comparado ao
exercido pelo furfural, um composto inibidor que possui mecanismo de acao similar,
tal consequéncia faz com que, dependendo da concentracao de HMF, possa ocorrer
desde o aumento da fase lag, que retarda o crescimento celular e o processo
fermentativo, até mesmo a perda da viabilidade destas células, obstaculizando a
ocorréncia de fermentacdao. No mais, nas condicOes de temperatura mais elevadas,
dentre as recentemente testadas, o HMF pode ser degradado resultando na
formacao de acido levulinico, um composto de efeito mais toxico comparado ao HMF,
por causar efeito inibitério ainda que presente em baixas concentracdes no
hidrolisado (MEINITA; HONG; JEONG, 2012).

2.10. Principais estratégias visando diminuir a toxicidade de compostos

inibidores no hidrolisado acido da biomassa algal

Diferentes estratégias tém sido propostas para reduzir a concentracao de
compostos inibidores nos hidrolisados de diferentes tipos de biomassa, de modo a
deixa-lo em condicOes fermentaveis para o microrganismo. As técnicas mais

conhecidas envolvem a mudanca de pH do hidrolisado com CaO, Ca(OH),, H,SO4,
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utilizacdo de carvao ativo, colunas de troca idnica, precipitacdo, extracao com
solventes organicos, evaporacao, peneiras moleculares, polieletrélitos e enzimas
(BETANCUR, 2010; NICHOLS, 2010).

Em relacado ao hidrolisado da carragenana, estratégias de diluicao do
hidrolisado, como também a de mudanca de pH, tém sido adotada em alguns
trabalhos . No entanto, diluir o hidrolisado, além de diminuir a concentracdao de HMF,
reduz significativamente a concentracao de galactose, resultando em concentracoes
muito baixas de etanol apds a fermentacdo (KHAMBHATY et al., 2011). Por conta
disso, tém sido crescentes estudos que propdem a destoxificacao do hidrolisado
através do uso de carvao ativo, para proporcionar a fermentabilidade da galactose
em concentragdes mais favoraveis a fermentacdo etandlica (HARGREAVES et al.,
2013; MEINITA; HONG; JEONG, 2012).

Dependendo das concentracdes de galactose e de HMF presentes no
hidrolisado, concentracOes altas de carvao ativo sdo necessarias para destoxifica-lo
completamente, em relacdo ao volume de hidrolisado. Isso faz com que esta
estratégia apresente como desvantagem o custo adicional ao processo, também
atrelado a perdas de hidrolisado decorrente da destoxificagdo e a geragdo de
residuos quimicos (VILLARREAL et al., 2006; OKUDA et al., 2008)

Por outro lado, o uso desta metodologia permitiu, até entdo, os melhores
resultados de produgao de etanol, tendo, este composto inibidor, sido removido sem
que houvesse variacao significativa na concentracdao de galactose (HARGREAVES et
al., 2013; MEINITA; HONG; JEONG, 2012).

Outra forma de minimizar o efeito inibitorio destes compostos compreende a
aclimatagao do microrganismo ao meio, utilizando a metodologia de cultivos
sucessivos em meios que contenham, gradativamente, maiores concentracdes das
substancias inibidoras. Este método tem permitido aumentos na concentracdo de
etanol, produtividade e rendimento, em fermentagdes com hidrolisados
hemiceluldsicos pela levedura Pichia stipitis, apds suas células serem aclimatadas,
adquirindo maior resisténcia a repressao metabodlica causada pelos compostos

inibidores. Desta forma, a aclimatagao tem sido estudada com o intuito de,
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futuramente, prescindir etapas de destoxificagao (ALMEIDA et al., 2009; BETANCUR,
2010).

Além disso, tém sido crescentes estudos que relatam a capacidade presente
em algumas linhagens de Saccharomyces cerevisiae de superexpressar genes
homadlogos e heterdlogos codificadores de enzimas que conferem resisténcia a
compostos inibidores. Neste ambito, sabe-se que, através destas enzimas, algumas
linhagens sao tolerantes a concentracdes de HMF que sao letais as leveduras nao
resistentes, pelo fato de as mesmas serem capazes de converter o HMF a 2,5-di-
hidroximetilfurano, que compreende uma forma menos toxica para a célula (LIU,
2006; JORDAN et al., 2011).

Apesar disso, ndo tém sido publicados estudos que investiguem a capacidade
de conversdao do HMF, e consequentemente de resisténcia, das linhagens de
leveduras que sao submetidas a fermentacdo do hidrolisado da carragenana,
proveniente da alga Kappaphycus alvarezii, sendo também pouco exploradas, as

estratégias de aclimatacao celular.

2.11. Microrganismos produtores de carragenases — perspectivas para

hidrélise enzimatica da carragenana

Além do desenvolvimento de novas técnicas que visam diminuir os efeitos
indesejados causados por altas concentragdes de HMF resultantes da hidrdlise acida,
a proposicao de métodos alternativos para a hidrdlise da carragenana, em que haja
auséncia ou baixas concentracdes de HMF, faz-se necessdria. Diante disso, a
possibilidade futura de se utilizar biocatalisadores para a hidrdlise desta galactana
pode resolver os entraves da formagdao de compostos inibidores, pelo fato de as
enzimas terem maior especificidade pelos substratos quando comparados aos
catalisadores quimicos e requererem uma menor temperatura para que a reagao
ocorra, evitando-se desta forma, a formacdo de compostos toxicos para o
crescimento microbiano, gerados nas condicdes severas e necessarias para hidrolise

acida.
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Diversas bactérias marinhas que secretam diferentes tipos de carragenases
tém sido isoladas, onde os géneros Pseudoalteromonas, Alteromonas, Pseudomonas,
Vibrio, Zobellia and Cytophaga tém sido os mais estudados. Neste contexto, estao
distribuidas na Tabela 2.3 as espécies bacterianas produtoras de carragenases, que
possuem acao hidrolitica especifica para os diferentes tipos de carragenana (Kappa,
Lambda e Iota) (MICHEL et a/,, 2001).

As carragenases agem nas carragenanas do tipo Kappa, catalisando a
hidrdlise da ligagdo beta (1—4) entre a porcao D-galactose-4-sulfato e a 3,6-anidro-
D-galactose (Figura 2.4), liberando como produto kappa-neocarrabiose + D-

galactose.

Apesar de existirem na literatura estudos relacionados a producdo destas
enzimas, as mesmas ainda ndo sdao comercialmente disponiveis, o que pode
justificar, a até entdo, auséncia de trabalhos publicados relacionados a hidrdlise
enzimatica da carragenana para posterior aplicagdo em processos fermentativos
(GOH; LEE, 2010).

Tabela 2.3 — Microrganismos produtores de carragenases.

Enzimas Kappa-carragenanase Iota-carragenanase Lambada-carragenanase
Numeros EC 3.2.1.83 3.2.1.127 3.2.1.162
Substratos Kappa-carragenana Jota-carragenana Lambda-carragenana
Pseudoalteromonas
carrageenovora (ATCC 43555) Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas
Microrganismos Pseudomonas elongate fortis carrageenovora
produtores . . Zobellia Pseudoalteromonas
Zobellia galactanivorans .
galactanivorans CL19
Pseudoalteromonas porphyrae

Fonte: Adaptado de HENARES et a/. (2010).

Para que estas enzimas possam ser utilizadas com esta finalidade
futuramente, as condigOes ideais e necessarias tanto para extracdo da carragenana

da biomassa algal quanto para sua solubilizacao devem ser elucidadas.
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No mais, para obtencdo de mondGmeros de galactose a partir da atividade
hidrolitica de k-carragenases, que possuem especificidade pelas ligacoes do tipo
beta, deve-se estabelecer uma condicao prévia de hidrdlise das ligacoes do tipo alfa,
também presentes nesta estrutura. Tais ligacdes possuem uma caracteristica mais
labil e menos resistente as condicdes de hidrolise acida, quando comparada a ligagao
do tipo beta (1—4) inibidoras sejam necessarias (FALSHAW, R.; FURNEAUX, 1995;
KHAMBHATY et al., 2011).

2.12. A estrutura celulosica

Além da carragenana, a Kappaphycus alavrezij, por estar inclusa no grupo das
algas vermelhas, pode apresentar de 2 a 10% de celulose, estando a biomassa em
estudo, cultivada pela empresa Ondas Biomar, com contetddo celuldsico de 7,49%
(HARGREAVES et al., 2013).

Esta estrutura é formada por uma longa cadeia polimérica composta por de
monomeros de D-glicose unidos por ligacdes do tipo B(1—4). A estrutura cristalina
da celulose interage a outras cadeias por ligagdes de hidrogénio e forca de Van der
Waals, resultando em uma estrutura altamente insolGvel. Além desta caracteristica,
esta estrutura também é composta por uma regiao amorfa ou paracristalina pouco
ordenada (Figura 2.5) (MAEDA, 2010).

Desta forma, a estratégia predominantemente adotada para a hidrdlise da
porgao celuldsica em muitos estudos com a biomassa algal, consiste na utilizacao de
celulases. Estas enzimas, classificadas segundo seu modo e tipo de atuagao na
estrutura celulésica em endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidases atuam
sinergicamente proporcionando a hidrélise deste substrato a mondmeros de glicose
(BORINES et al., 2011; YANAGISAWA et al., 2011; Ellis et al., 2012).
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Figura 2.5 — Estrutura celuldsica: ligacoes de hidrogénio inter e intra cadeias de celulose.
Fonte: http://www.doitpoms.ac.uk/tlplib/wood/

A estratégia de hidrolise enzimatica da estrutura celuldsica pode ser explicada
pelas altas atividades destas enzimas e, consequentemente, por uma favoravel
eficiéncia de hidrdlise com condicdes bem caracterizadas na literatura, além das
mesmas possuirem uma maior especificidade pelo substrato celuldsico quando

comparadas aos catalisadores quimicos (MAEDA, 2010).

No mais, o uso de celulases requer uma menor temperatura para que a
reacao ocorra, contrastando com processos quimicos de hidrélise de celulose que
demandam condicOes que geram compostos inibidores e tdxicos para o crescimento
microbiano (SINGHANIA et a/., 2010).

A utilizacdo destas enzimas, portanto, pode ser considerada uma estratégia
mais sustentavel, j@ que requer um menor gasto energético para estabelecer sua
temperatura de reacdao, como também pela menor quantidade de residuos gerada
quando comparada as concentragdes resultantes da hidrdlise acida (SINGHANIA et
al., 2010).

Apesar de as celulases estarem disponiveis comercialmente, a utilizacao das

mesmas aumentaria significativamente o custo do processo por estas enzimas serem
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importadas. Porém, crescentes iniciativas refletidas em estudos e patentes
publicadas apontam para, em um futuro proximo, a producao nacional de celulases
visando contribuir com a viabilidade econdmica do etanol celuldsico e,
posteriormente, de outros bioprodutos (Patente W02010/076552 A1l).

2.13. O aproveitamento da biomassa algal dentro do contexto de

biorrefinaria

Diante das caracteristicas atrativas da biomassa algal e das propriedades de
seus principais polissacarideos, Goh e Lee (2010) idealizaram as principais etapas
para producao do etanol de terceira geragao integrando o conceito de biorrefinaria.
Este conceito relativamente novo visa integrar diferentes processos para o
aproveitamento de diferentes constituintes da biomassa objetivando sua conversao

em produtos de interesse industrial.

Como observado no fluxograma apresentado na Figura 2.6, os autores
propdem a extragao e a solubilizacao da carragenana em um processo independente
e anterior a hidrdlise. Acredita-se que esta estratégia esteja associada a visao futura
quanto ao desenvolvimento de metodologias que permitam a hidrdlise enzimatica
desta estrutura polissacaridica (sem gerar inibidores), como também por esta
separacao e purificacao possibilitarem o melhor aproveitamento de outras estruturas
presentes na biomassa algal, como a porcdao protéica. Complementar a estas
motivagdes, a extracdo da carragenana também foi proposta diante da duvida se nas
condicdes de hidrélise acida recém-estudadas, esta estrutura é devidamente

solubilizada, extraida e suscetivel ao ataque acido.

As metodologias propostas neste estudo para extracao e purificacdao da
carragenana compreendem as mesmas utilizadas para producao da carragenana
purificada que é comercializada para industria alimenticia e utilizada como agente
espessante e gelificante. Estes procedimentos envolvem, principalmente, o
tratamento da alga com uma solucdo alcali ou somente com agua destilada, sendo

submetida a uma temperatura que tem variado, de acordo com alguns trabalhos, de
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50 a 90°C por 1 a 5 horas. Apds a extracdo, a carragenana € precipitada com alcool
isopropilico, seguindo, posteriormente, para as etapas de purificagdo (MONTOLALU
et al., 2009).

Posterior a extracao, purificacao e a separacao das estruturas, idealiza-se que
as mesmas sejam submetidas a hidrolise, no caso da celulose, por via enzimatica
utilizando-se celulases e da carragenana, em condicbes acidas, com expectativas
futuras para hidrdlise enzimatica, onde os agUcares resultantes de ambos os
processos hidroliticos (glicose e galactose) possam ser submetidos a fermentacao,
em correntes distintas para fermentacao a etanol. Aliado a isso, estima-se que os
subprodutos decorrentes das principais etapas possam ser aproveitados, para

geracao de energia, como também, a comercializacdo de proteinas.
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Figura 2.6 — Etanol de terceira geragao a partir de Kappahycus alvarezii utilizando o
conceito de biorrefinaria segundo Goh e Lee (2010).

2.14. Fermentacao alcodlica — Principais aspectos do metabolismo da

levedura Saccharomyces cerevisiae

Algumas espécies de leveduras dos géneros Saccharomyces e Kluyveromyces,

assim como a bactéria Zymomonas mobilis, sao exemplos de microrganismos que
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apresentam as caracteristicas mais indicadas a serem utilizadas para a fermentacao
etandlica (FERREIRA, 2010).

Aspectos vantajosos estes, que incluem a tolerancia a concentragdes elevadas
de etanol; capacidade de fermentacdo de altas concentraces de acucares; requerer
condigdes nutricionais simples para crescimento celular, nao sendo, portanto,
auxotrdfico; tolerancia a pH de acido a neutro; ndo ser patogénico; ter robustez a
inibidores e serem termotolerantes fazem com que as linhagens de leveduras da
espécie Saccharomyces cerevisiae sejam as mais indicadas para producdao do
bioetanol (FERREIRA, 2010).

Desta forma, o primeiro estagio para o metabolismo de acglcares a etanol por
Saccharomyces cerevisiae, caracteriza-se por uma série de dez reagdes catalisadas
por enzimas especificas, de modo a catabolizar moléculas de glicose a acido pirtvico.
Estas reagbes compdem, portanto, a via glicolitica que também é conhecida como via
Embden Meyerhof Parnas (TORTORA et al., 2010).

A primeira etapa desta via envolve uma série de reacdes enzimaticas
preparatdrias para producao de duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato a partir de
uma molécula de glicose. Ja4 a segunda etapa é caracterizada por uma série de
reacoes de oxidacdo a partir do gliceraldeido-3-fosfato, que proporcionam um
rearranjo molecular neste composto intermediario que se resulta na formagdo de
duas moléculas de acido pirdvico. Como consequéncias destas reagdes, que também
justificam a importancia desta etapa, a energia é conservada em forma de moléculas
de ATP, havendo também, a reposicao dos cofatores NADH (MADIGAN et a/., 2003).

Dependendo das condicdes em que as leveduras sao mantidas, em especial
do nivel de aeracao e da concentracao de substrato, o acido pirtvico, produzido na
via glicolitica, é descarboxilado pela acao da enzima piruvato descarboxilase,
resultando na formacao de acetaldeido. O etanol é entao produzido a partir da
reducao deste composto pela enzima alcool desidrogenase, possibilitando também a
reciclagem do cofator NAD na forma oxidada (MADIGAN et al., 2003).

Apesar de a galactose possuir estrutura semelhante a da glicose, aclcar
metabolizado na via de Embden-Meyerhof-Parnas, nem todas as linhagens de S.

cerevisiae sao capazes de metabolizar a galactose. Tal fato justifica-se pelas enzimas
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que constituem a via glicolitica ndo metabolizarem este aglcar, impossibilitando a
producao de acido pirtvico, um composto importante para o metabolismo celular por
ser intermediario para diferentes rotas metabdlicas (OSTERGAARD et a/., 2000; VAN
DEN BRINK et al., 2009).

Sendo assim, para que uma linhagem possa metabolizar a galactose, é
necessario que a mesma seja capaz de expressar um conjunto de enzimas que
atuam desde o transporte deste carboidrato até a sua conversao a glicose-6-fosfato,
por ser um composto intermedidrio para via glicolitica. Estas enzimas atuam,
portanto, nas reacdes que constituem a via de Leloir, que pode ser visualizada na
Figura 2.7 (OSTERGAARD et a/.,, 2000; VAN DEN BRINK et al., 2009).

Diante disso, apesar da maioria das linhagens de Saccharomyces cerevisiae
ndo metabolizar a galactose naturalmente, dada a biodiversidade, a linhagem
Saccharomyces cerevisiae CBS 1782, em estudo neste trabalho, € naturalmente
adaptada (linhagem nao manipulada geneticamente), sendo capaz de assimilar este
acucar, direcionando-o tanto para o metabolismo fermentativo, quanto para o
oxidativo ou para biossintese de precursores importantes para o crescimento e

multiplicacao celular (Figura 2.7).

Pelo fato de estas leveduras serem anaerdbias facultativas, crescendo tanto
na auséncia de oxigénio quanto em sua presenca, a presenca de oxigénio molecular
€ uma das caracteristicas capaz de direcionar o seu metabolismo dentre as diferentes
vias existentes (VAN DEN BRINK et a/., 2008).
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Figura 2.7 — Esquema mostrando a Via de Leloir.
Fonte: Ostergaard et a/ (2000).

Em presenca de oxigénio, parte do acido pirtvico é deslocada para o Ciclo de

Krebs, onde este sera oxidado enzimaticamente a didxido de carbono e agua. Ja a

auséncia de oxigénio, favorece a via fermentativa, onde ocorre a descarboxilacao do

piruvato para formacao de acetaldeido que em seguida é reduzido a etanol
(TORTORA et al., 2010).

Conclui-se, portanto, que a presenca do oxigénio molecular induz a mudanca

no metabolismo energético de fermentacdo para respiracao, onde os balangos

globais das duas vias estao expressas nas seguintes equacdes de Gay-Lussac:
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Em anaerobiose:

e CgHi206 + 2 Pi + 2 ADP — 2 C,HsOH + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0O + 57 kcal

Em aerobiose:

e (CgH1206 + 6 O — 6CO; + 6H,0 + 38 ATP + 688 kcal

Além das condicdes de aeracao, a concentracdao de carboidrato no meio
reacional, neste caso, de galactose também induzira o metabolismo fermentativo ou
oxidativo. Ou seja, mesmo em presenca de oxigénio a via fermentativa podera ser
preferencial caso a concentracdao de galactose esteja acima de um parametro
denominado concentragao critica (Ceit). Tal fato justifica-se por esta concentragao
reprimir a expressao de genes que codificam enzimas do ciclo de Krebs, como
também da cadeia respiratéria e de estruturas mitocondriais (RETTORI; VOLPE,
2000; VAN DEN BRINK et a/., 2008; BARCELOS, 2012).

Desta forma, encontrando-se reduzida a atividade mitocondrial na S.
cerevisiae, a via a ser seguida pelo piruvato € a anaerdbia com formacdo de etanol,
mesmo em condicdes aeradas. Pode-se concluir, portanto, que para possibilitar o
metabolismo oxidativo € necessario que a concentragdo deste carboidrato esteja
inferior a Cqit. (RETTORI; VOLPE, 2000; VAN DEN BRINK et a/, 2008; BARCELOS,
2012).

Ja que o metabolismo oxidativo favorece a biossintese de percussores que
proporcionam o crescimento celular e que as condicdes que induzem este
metabolismo sdo distintas das que favorecem a via fermentativa, inicialmente, em
condicdes aeradas e com baixa concentracdo de carboidratos obtém-se uma
concentracdo alta de biomassa celular em fase estacionaria de crescimento, propicia
a ser utilizada na etapa de fermentacao, em minimas condicdoes de aeragao e com
alta concentracao de aglcar (LEE & LEE, 2012).
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2.15. Conducao de Bioprocessos

Anteriormente, alguns aspectos do metabolismo de Saccharomyces cerevisiae,
em especial, as condicOes reacionais que influem no favorecimento da via
fermentativa e do metabolismo oxidativo foram discutidas. Um dos meios de melhor
proporcionar o controle destes parametros consiste em variar o modo de condugao
do bioprocesso, ja que, algumas formas de conducdo possibilitam que o processo
ocorra em niveis mais adequados e constantes da concentracdo de aclcares e de
células evitando-se, desta forma, que o metabolismo da levedura seja deslocado
para uma via distinta da que proporciona a obtencao do produto de interesse
(PACHECO, 2010).

Diante disso, as principais formas de conducao de bioprocessos podem ser
exemplificadas pelos processos descontinuos (batelada simples), descontinuos
alimentados (batelada alimentada) e continuos. Avaliar, portanto, diferentes formas
de conducdo de bioprocessos tém proporcionado um ganho em produtividade tanto
na etapa prévia de producdo de células quanto, posteriormente, na etapa
fermentativa (PEREIRA JR et al,, 2008).

Na batelada simples, transcorre-se o processo apds a adicao da suspensdo
celular ao meio de cultivo, sem adicao ou retirada do mesmo durante o bioprocesso.
Por conta disso, as concentragbes de nutrientes tendem a ser reduzidas ao longo do
tempo e as de produtos e sub-produtos aumentadas, onde conclui-se que as
condicOes ambientais sdo alteradas a todo instante. Tal tipo de condugao pode
desfavorecer tanto o crescimento celular quanto o processo fermentativo ao
proporcionar fendmenos de inibicdo pelo substrato, produto e outros metabdlitos
(PEREIRA IR et al., 2008).

J4 a condugdo por batelada alimentada caracteriza-se em um modo de
operacao na qual um ou mais nutrientes necessarios ao crescimento celular sao
adicionados ao biorreator durante o bioprocesso, de modo intermitentemente ou
continuo, sem que ocorra retirada de material durante a operacao. A variacao do

volume do meio reacional apds a alimentacao é dependente da concentracdo do
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substrato presente no meio de alimentacao e da taxa de evaporacao do sistema
(PEREIRA IR et al., 2008; SCHMIDELL et al., 2001).

Em comparacao a batelada simples, a batelada alimentada é vantajosa ao
manter a concentracdo de acucar residual baixa, como também, pela maior
produtividade alcancada devido ao menor tempo de fermentacao, justificada por esta
forma de condugdo transpor os efeitos de inibicdo/repressao pelo substrato em niveis
sub-inibitorios ou sub-repressores (PEREIRA JR et al., 2008; BARCELOS, 2012).

Assim como na batelada alimentada, na conducdo continua ocorre
alimentacdo de nutriente e de substrato com a diferenca de que ha também a
retirada de produto (meio fermentado), ambos de forma continua, como o proprio
nome sugere. Neste tipo de condugao, o bioprocesso ocorre em condicoes
estacionarias que podem ser pré-meditadas para o melhor desempenho do
microrganismo, diferentemente da batelada simples onde o mesmo é exposto a
variagao das condicOes reacionais. Por conta disso, perante aos demais modos de
conducao, a forma continua possibilita a operagdo do sistema por periodos extensos
de tempo o que resulta em um aumento de produtividade (PEREIRA JR et a/, 2008;
SCHMIDELL et al., 2001).

Diante disso, ainda que o modo de conducao mais utilizado seja a batelada
simples, de modo que os estudos que envolvem a producdo de etanol de terceira
geracdo tém se limitado a esta forma, abranger estudos com outros tipos, aliados a
estratégias de aclimatacdo, podem contribuir para o aumento da produtividade tanto
na producdo de células quanto na etapa fermentativa. Além disso, a variagao do
modo de condugdo possibilitaria avaliar se o0 mesmo pode influir na tolerancia dos
agentes bioldgicos a compostos inibidores formados a partir da hidrdlise acida da

biomassa algal, tornando mais amplo este entendimento.

2.16. Consideracoes gerais

Pode-se observar nos assuntos previamente abordados toda a problematica

gue envolve o uso de fontes fésseis ainda que a demanda por combustiveis liquidos,
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destinada ao setor de transportes, seja crescente ao longo dos anos. Questoes estas
se resumem principalmente em conflitos politicos, flutuacdo do preco do barril de
petrdleo, possibilidade de esgotamento destas fontes e, principalmente, nos impactos

ambientais decorrentes de seu uso.

Diante disso, muitos paises como o Brasil tem explorado seu potencial em
termos de biodiversidade preocupando-se em manter sua matriz energética
sustentavel a partir de fontes renovaveis como as biomassas. A partir do uso das
biomassas, iniciativas foram crescentes no que se remete a transferéncia da rota

petroquimica para a bioquimica para producao de combustiveis como o etanol.

Atualmente, esforcos tém sido direcionados no sentido de aumentar a
produtividade deste biocombustivel sem a necessidade do aumento de areas
agriculturaveis. No entanto, as preocupagbes frente a disponibilidade atual dos
recursos naturais nao se remetem somente ao espaco para o cultivo destas
biomassas, mas também ao consumo superior a 70% dos recursos hidricos

disponiveis destinados a irrigagao.

Neste ambito, as crescentes iniciativas para producdo de outros compostos
por via bioquimica, por ser mais sustentavel, como também as projecdes de escassez
das fontes petroliferas, fazem com que a utilizacdao das macroalgas, que dispensam a
irrigagdo, possuem taxas de crescimento superiores as terrestres e cujo espago para
cultivo ndo compete com os destinados aos principais alimentos da dieta alimentar,

seja cada vez mais atrativo e, possivelmente, indispensavel futuramente.

Dentre as espécies de macroalgas, a Kappaphycus alavrezzi tem condigoes
conhecidas e estabelecidas de cultivo, possui alto teor em carboidratos organizados
de forma menos complexa quando comparados a estrutura lignoceluldsica, ja que
possui baixo ou ausente teor de lignina. No entanto, um dos principais desafios para
a producao do etanol de terceira geracao compreende a formacao de altas
concentracdes de hidroximetilfurfural (HMF) resultante da hidrdlise acida da
carragenana, de modo que a destoxificacdo através do uso de carvao ativo,
estratégia mais utilizada nos estudos, além de ndo ser sustentavel impacta

economicamente 0 processo.
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Ainda assim, nos estudos, que envolvem a producao de etanol 3G, recém-
publicados, pouco se tem focado na avaliacdo da tolerancia das linhagens ao HMF,
como também, em estratégias alternativas como a aclimatacao celular para
prescindir etapas de destoxificacdao. Além disso, tém sido crescentes estudos que
relatam a capacidade de algumas linhagens de consumir compostos inibidores,

convertendo-os em compostos com baixa toxicidade para célula.

Diante disso, estudos com diferentes modos de conducao de bioprocesso sao
necessarios para este contexto de modo que tem sido relatado que a batelada
alimentada ndao somente proporciona o aumento da produtividade, como também,
possibilita a aclimatacao, em curto prazo, de linhagens em presenca de compostos

inibidores.

Paralelas as pesquisas em torno dos desafios consequentes da hidrdlise acida,
faz-se necessario o entendimento das condicdes de extracdo/solubilizagdo da
carragenana que também possibilitem a hidrdlise de suas ligacdes do tipo alfa, de
modo a favorecer, futuramente, estudos com hidrdlise enzimatica, ja que ao
contrario da hidrdlise acida, suas condicdes de reacdo nao propiciariam a formacao

de inibidores como o HMF.
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CAPITULO 3

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Diante do que foi previamente relatado, tornou-se atrativo, neste estudo,
avaliar a viabilidade da producdo de células a partir da biomassa algal em batelada
simples e alimentada, havendo, também, o intuito de analisar a tolerancia da
linhagem em estudo (Saccharomyces cerevisiae CBS 1782) a este inibidor frente ao
metabolismo oxidativo, ja que muito se sabe que as linhagens sdo severamente
inibidas pelo HMF em metabolismo fermentativo somente. Outro fator estimulante foi
o fato de alguns estudos relatarem a capacidade de algumas linhagens de levedura
de converter este composto a estruturas menos tdxicas. Acredita-se que, se
satisfatorios os resultados, constatando esta capacidade na levedura em estudo, a
etapa de producdo de células também possa funcionar como estratégia de
aclimatacao celular ao hidrolisado algal contendo HMF. A idéia de produzir células
aclimatadas possibilitaria, possivelmente, uma maior produtividade em etanol na
etapa fermentativa, ainda que em presenca do composto inibidor, devido a maior
robustez das células proporcionada por tal estratégia. Tem-se como objetivo,
portanto, prescindir de etapas de destoxificacdo para remocao do HMF, ja que este
processo eleva o custo do processo e proporciona perdas de hidrolisado. Faz-se
necessario também melhor entender a influéncia exercida pelas condicdes de

hidrélise acida da carragenana para obtencao de galactose e formagdo de HMF. Para
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isso também é necessario avaliar se incluir a etapa de extracdo da carragenana,
prévia a hidrolise acida, acarretara na melhoria da eficiéncia de hidrdlise. O intuito de
avaliar a inclusdo desta etapa prévia de extragao justifica-se pela possibilidade das
condicOes necessarias para hidrolise acida e obtencao de altas concentracdoes de
galactose, como a alta concentracdo de sdlidos, limitarem a extracao e
disponibilizagdo desta macromolécula. No mais, entender as condicdes de
extracao/solubilizacao da carragenana e de hidrdlise acida de suas ligagdes do tipo
alfa também foi atrativo neste presente trabalho. Espera-se, através disso,
possibilitar estudos futuros com hidrélise enzimatica das resistentes ligacoes do tipo

beta também presentes na carragenana.

Objetivo Geral:

Produzir células de Saccharomyces cerevisiae CBS 1782 a partir da biomassa algal,

avaliando seu desempenho frente a compostos inibidores.

Objetivos Especificos:
> Avaliar métodos de extracdo da carragenana;

> Avaliar se a etapa de extracao da carragenana proporciona uma melhor
eficiéncia de hidrdlise acida, gerando maiores concentragdes de galactose e
menores de hidroximetilfurfural (HMF) em comparagdo a hidrdlise da alga

integral (sem extracao da carragenana);

> Analisar a influéncia dos parametros tempo, temperatura, concentracao de
acido e concentragdo de carragenana bruta para hidrdlise acida da
carragenana, tendo como variaveis de resposta a obtencdo de mondmeros de

galactose e a formagao de hidroximetilfurfural (HMF);
> Avaliar a toleréncia desta linhagem ao HMF;

> Avaliar o uso de estratégia de aclimatacdo da levedura S. cerevisiae, em

hidrolisado algal, para posterior uso como indculo da producao de células.
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> Utilizar as melhores condicdes de hidrdlise encontradas, com baixas
concentracoes de HMF, para producdo de células de Saccharomyces cerevisiae

em frascos agitados;

> Produzir células de S. cerevisiae em biorreator, comparando duas formas de

conducao: batelada simples e batelada alimentada).

> Desenvolver um método mais rapido e simples para quantificdo de HMF.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

4.1. Matéria-prima

O material experimental, a macroalga Kappaphycus alvarezii, foi gentilmente
disponibilizado pela empresa Sete Ondas Biomar Cultivo de Algas Ltda (Itaguai-RJ,
Brazil), sendo cultivadas em Itacuruca e originarias das Filipinas. Para a execugdo de
todos os experimentos, a biomassa algal foi lavada com agua para remogao de sal,
areia, pequenos animais e materiais residuais. Posteriormente foi seca em uma
estufa a 65 °C com circulacdo forcada de ar. Apds secagem, a alga foi cominuida em

um moinho de facas de modo a obter particulas de até 5 mm.

Em estudos prévios realizados no LADEBIO por Hargreaves et al. (2013) esta
biomassa foi caracterizada e constatou-se cerca de 56,81% de carragenana e 7,49%

de celulose.
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4.2. Extracao da carragenana

A metodologia empregada nesta etapa foi adaptada de estudos que visam a
melhoria da extracdao e purificagdo da carragenana com interesse para a industria
alimenticia (FREILE-PELEGRIN & ROBLEDO, 2007 e MONTOLALU, et al., 2009).

A extracao da carragenana, como proposta por Goh e Lee (2010) para
producao de etanol de terceira geracao, foi estudada neste trabalho com o objetivo
de se avaliar a necessidade de extracao da carragenana ou a possibilidade de uso de
biomassa algal em estado integro, para hidrdlise acida desta biomassa. Como o
intuito deste experimento foi solubilizar e extrair a carragenana da biomassa algal as

etapas de purificacdo foram excluidas.

Dois tipos diferentes de solugdes extratoras foram comparados em relagao ao
seu desempenho para extragdo: agua destilada, que caracteriza a extragdo aquosa, e
solucao de hidroxido de potassio 1% (m/v), que caracteriza a extracao alcalina. As
mesmas condicdes de extracao foram utilizadas para as duas solugbes extratoras:
temperatura, 60°C; tempo de reagao, 3 horas; concentracao de biomassa algal seca
e cominuida, 20g/L. As etapas adotadas neste processo podem ser melhor

entendidas na Figura 4.1.

A biomassa algal, previamente seca e cominuida, foi submersa nas solucoes
extratoras, em temperatura ambiente, por duas horas para proporcionar a absorcao
das solucdes extratoras pela biomassa algal, evidenciada através do inchaco dos
granulos. Posteriormente, os frascos contendo a mistura foram incubados em banho

a 60°C, por 3 h e agitados a 200 rpm com auxilio de um homogeneizador.

Ao final do tempo de incubacdao o material foi peneirado e para evitar perdas,
os granulos inchados por conterem carragenana solubilizada foram macerados. Para
precipitacao da carragenana solubilizada adicionou-se dois volumes de etanol (500

mL) em cada ensaio deixados em reagao por 12 horas.

Em seguida, removeu-se o etanol da carragenana bruta por lavagem com

agua destilada para posterior secagem do conteddo precipitado a 65 °C com
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circulacao de ar forcada. Apds seco, o material composto principalmente pela

carragenana extraida (bruta) foi cominuido.

Alga seca e cominuida

Mistura a solulgao extratora
(temp. ambiente)

Extragc@o da carragenana
(60°C / 3 horas)

p| Remocdo de sdlidos

X

Carragenana extraida e
solubilizada

Precipitacédo da carragenana
com etanol (12 a 24 horas)

hd

Carragenana precipitada
(Bruta)

Remocao do Etanol,
secagem e cominuigdo

A
‘ Carragenana bruta

cominuida

Figura 4.1 — Etapas para extracao da carragenana da biomassa algal.

A escolha da solucdo de extracdo a ser adotada para os experimentos
posteriores de hidrodlise acida deste material foi baseada na comparacdao da massa da
carragenana bruta precipitada obtida nos dois ensaios. Na melhor condicao
encontrada, fez-se duas extragdes em volume maior (2L) para reunir material

suficiente para a continuacao do trabalho. A carragenana bruta precipitada resultante
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destas duas extracOes foi reunida e utilizada para os ensaios do planejamento

experimental para hidrolise acida.

4.3. Planejamento experimental Fatorial 2* completo para hidrélise acida

da carragenana bruta

Para este planejamento, foi utilizado o acido sulfurico diluido como catalisador
quimico, onde os parametros e as variaveis de resposta analisadas podem ser
visualizados na Tabela 4.2. Visando obter uma analise com critérios estatisticos da
influéncia destes parametros para a obtencao de galactose e minima formacao de
hidroximetilfurfural (HMF) resultantes da hidrdlise, optou-se pela realizagdo de um

planejamento experimental fatorial.

Tabela 4.1 — Parametros e variaveis de resposta do planejamento experimental.

Parametros Variaveis de resposta

Temperatura/Pressao de reagao

Galactose (g/L)

Tempo de reagao . .
Eficiéncia de hidrolise (%)

Concentracao de carragenana bruta Hidroximetilfurfural (HMF) (/L)

Concentragao de H,SO4

Normalmente, este tipo de planejamento é realizado em dois niveis,
codificados como superior (+1) e inferior (-1), onde, para n niveis avaliados em &
parametros, o planejamento torna-se um fatorial n® sendo o nimero de ensaios

necessarios correspondente ao resultado desse fatorial (HELENO et al., 2010).

Neste caso, foi feito um planejamento fatorial completo, com 4 parametros em
dois niveis, sendo executados 3 experimentos do ponto central, totalizando portando
19 experimentos. Optou-se pela inclusdo dos pontos centrais para possibilitar o

calculo do erro experimental e a tendéncia de linearidade. Os valores reais e
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codificados que irao compor a matriz deste planejamento podem ser visualizados na
Tabela 4.3. Tanto para a montagem da matriz de experimentos quanto para a
analise estatistica dos resultados os softwares STATISTICA 6.0 (STATSOFT Inc.,
2002) e Design-expert® 6.0.6 (Stat-ease) foram utilizados.

Tabela 4.2 - Valores codificados e reais para os parametros do planejamento experimental.

Valores Tempo Carragenana bruta H,S04 Temp. - Pressao
Codificados (minutos) (g/L) (%) (°C - kg/cm?2)
-1 20 20 0,2 100-0
(Minimo)
0 40 60 0,5 110-0,5
(Ponto central)
+1 60 100 0,8 121 -1
(Maximo)

O modo com que os ensaios foram conduzidos encontra-se resumido na
Figura 4.2. Todos os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 100 mL
com volume de trabalho de 30 mL. Inicialmente, misturou-se a carragenana bruta
cominuida a agua destilada para ressolubilizar em uma temperatura de 60°C por 30
minutos. Apos a adicao do acido sulfirico, os ensaios foram conduzidos a autoclave
para proporcionar as condigdes experimentais mencionadas previamente na Tabela
4.3.

Apds hidrolise, foi feita a remogao de solidos de cada ensaio por centrifugacado
a 3000 rpm por 20 minutos e a correcao do pH com hidréxido de calcio (Ca(OH),)
para valores entre 5,0 e 6,0. Os hidrolisados (fracdo liquida) foram congelados
mantendo a integridade das suas condicOes para as posteriores analises quantitativas

de aglcares e HMF por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

47



Scheliga CG Capitulo 4 — Materiais e Métodos

Carragenana bruta
precipitada

Ressolubilizagéo
60°C / 30 min

Carragenana bruta
solubilizada

Hidrdlise (Ac. Sulfurico)

Hidrolisado

Centrifugagao para
remocgao de solidos

Hidrolisado (Fase liquida)

Ajuste do pH com hidréxido
de calcio

Remocgéao do Gesso
(Filtracao)

v

Hidrolisado direcionado
aos métodos analiticos
(Galactose e HMF)

Figura 4.2 - Etapas adotadas para cada ensaio do planejamento experimental.

4.4. Manutencao do microrganismo e padronizacao do indculo

Todos os ensaios foram realizados com a levedura Saccharomyces cerevisiae
CBS 1782. A cultura estoque foi conservada em Agar Sabouraud cuja composicao
(em g/L) corresponde a galactose, 20; peptona, 10; extrato de levedura, 5 e Agar,

20. A mesma foi incubada a 30°C, durante 72 h, para posterior estoque a 5°C.
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Para o indculo de cada experimento, a partir das colonias obtidas em placas
de Petri, foi feita uma suspensdo de células concentrada em solucao salina estéril (5
mL). Obteve-se o valor da concentragao de células na suspensao (em g/L) a partir de

uma curva de calibragao obtida de acordo com o item 4.8.1.

4.5. Producao de células de Saccharomyces cerevisiae em frascos agitados:

avaliacao da tolerancia ao HMF

4.5.1. Pré-tratamento da biomassa algal (hidrolise da carragenana)

Apds evidenciar os parametros influentes para obtencdo de galactose com
menores concentracdes de HMF a partir da hidrolise da carragenana bruta, suprimiu-
se a fase de extracdo e precipitacdo deste polissacarideo como uma forma de reduzir
etapas do processo. Dessa forma, foram avaliadas as condicOes determinadas na
hidrélise da biomassa algal bruta. Para a escolha da melhor condicdo a ser adotada
para a obtencao do hidrolisado a ser utilizado nos ensaios de crescimento em
frascos, variou-se a relacdo sdlido liquido e a concentracao de acido sulfurico, que
foram parametros significativos para hidrdlise, e manteve-se constante a
temperatura e o tempo de reagao conforme apresentado na Tabela 4.4. Todos os

ensaios foram realizados em um volume util de 100 mL.

Tabela 4.3 — CondigOes dos ensaios do pré-tratamento da biomassa algal e hidrélise da

carragenana.
Relagao S:L (g:mL) H,SO, (%)
1:10 0>
(93,75 g/L) 018
| 0,5
(176,14;5 g/L) 018
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Nestas condicOes, a biomassa algal seca foi misturada a solucdao de acido
sulfirico sendo posteriormente mantida em temperatura ambiente até que se
observasse o inchaco dos granulos (em torno de uma hora). Posteriormente, os
frascos foram autoclavados a temperatura de 121°C por uma hora. Apds a hidrdlise,
removeu-se os solidos residuais por filtracdao, utilizando-se um filtro prensa, sendo
feita posteriormente a correcdo do pH da fase liquida (pH 5) com a adicdo de
hidréxido de calcio. Em seguida, apds a remocao do sulfato de calcio por filtragao, foi
feita @ amostragem para determinacOes analiticas (concentracao de galactose e de
HMF) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Na condicdo em que
resultou a melhor eficiéncia de hidrolise preparou-se 1 litro de hidrolisado para os

ensaios de crescimento em frascos agitados.

4.5.2. Avaliacao da tolerancia da levedura ao HMF

Neste experimento, avaliou-se o crescimento celular frente a inoculagdo com
células aclimatadas ou ndo aclimatadas ao HMF, como também a importancia da

aclimatacdo para sua tolerancia ao HMF presente no hidrolisado algal.

Todos os ensaios foram realizados em frascos conicos (500 mL) com volume
util de 100 mL. O hidrolisado algal, que apresentava 20,05 +0,008 g/L de galactose
e 8,17 g/L de HMF, foi suplementado com meio de crescimento para leveduras
proposto por Pereira Jr. (1991) contendo (em g/L): extrato de levedura, 2; KHPO4,
1,1; uréia, 1,25 e 40 mL/L de uma solucdao composta por minerais cuja composicao
esta apresentada na Tabela 4.5. O pH do meio foi ajustado para em torno de 4,5,
sendo posteriormente esterilizados a 0,5 atm por 20 min. Apds o indculo, foram

mantidos a temperatura de 30°C e agitados a 200 rpm.
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Tabela 4.4 — Composicao da solugao de minerais proposta por Pereira Jr. (1991).

Composto Concentragao (g/L) Composto Concentracgao (g/L)
MgS04.7H20 12,5 CuS0,.5H20 0,025
CaCl,.2H20 1,25 CoCl,.6H20 0,025
Acido Citrico 12,5 NaMo0,.2H20 0,035
FeS0,.7H20 0,9 H;BO; 0,050
MnSO, 0,19 KI 0,009
ZnS0,.7H20 0,30 Al,(SO4); 0,0125

Nos ensaios com células aclimatadas, para a etapa de aclimatacdo, o

hidrolisado foi diluido (fator de diluicdo 2) e inoculou-se 0,06 g/L de células

Saccharomyces cerevisiae CBS 1782. Apds 48 horas de incubacdo, 10% (v/v) foram

utilizados como indculo para a etapa de crescimento, onde para esta, ndo se diluiu o

hidrolisado. No ensaio com células ndao aclimatadas o meio (hidrolisado algal

enriquecido com nutrientes, como ja descrito) foi diretamente inoculado com a

suspensao de células. A concentracao celular inicial foi igualada para que os

experimentos, com células aclimatadas e ndo aclimatadas, iniciassem com o mesmo

tamanho de indculo. Para todos estes ensaios foram feitas replicatas e todo o

processo encontra-se exemplificado na Figura 4.3.
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‘: Susp. Saccharomyces cerevisiae
CBS 1782

=

Galactose: 11,24+-0,61 ¢/L

HMF: 4,06 g/L
Etapa de
aclimatagao
F Susp. Saccharomyces cerevisiae
30°C / 200 rpn 48h CBS 1782
Indculo (10%) l
Galactose: 20,05+0,008g/L —
HMF: 8,17 g/L
Etapa de Etapa de
crescimento crescimento

< Ensaio aclimatado > Gnsaio nao acli matadb

Figura 4.3 — Esquema do ensaio para avaliagdo do crescimento celular e de tolerancia ao
HMF frente a inoculagdo com células aclimatadas ou ndo aclimatadas.

Foram coletadas amostras assepticamente em intervalos regulares de 4 horas
para quantificagdo da biomassa por espectrofotometria, galactose por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE) e HMF por espectrofotometria de UV.

Ao final do experimento, foram retiradas aliquotas dos ensaios com células
aclimatadas e nao aclimatadas a fim de serem inoculadas em placas de Petri

contendo o hidrolisado suplementado (utilizado na etapa de crescimento) com 20%
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de Agar. Apds o indculo, as placas foram mantidas na temperatura de 30°C por 4

dias.

4.6. Producao de células de Saccharomyces cerevisiae CBS 1782 em
biorreator instrumentado

Apds conhecimento das condicdes de crescimento e constatacdo da tolerancia
ao HMF e possibilidade de aclimatacao a este composto tdxico, realizou-se producao
de células em biorreator. Os bioprocessos foram conduzidos tanto por batelada
simples, como também por batelada alimentada. Como variaveis de resposta, foram
avaliados a producdo de célula (X), consumo de substrato (S), rendimento de
substrato em células (Yxss), produtividade volumétrica em células (Qx), taxa
especifica de crescimento (ux), taxa de conversao de HMF (QHMF) e conversao
especifica de HMF (qHMF).

4.6.1. Obtencao do hidrolisado algal

O hidrolisado algal utilizado como meio de producdao nos biorreatores foi
obtido de modo semelhante aos ensaios em frascos agitados (4.5.1). No entanto,
para obtencdo do hidrolisado algal, com elevada concentracdo de agUcares a ser
utilizado para as alimentacbes do reator conduzido por batelada alimentada, foi
utilizada uma alta relagao sélido:liquido (1:2,5), conforme indicado pelos resultados
de planejamentos experimentais e por ensaios preliminares. Baseou-se também nas
condicdes de pré-tratamento, reportadas por Hargreaves et al. (2013), necessarias
para se obter altas concentracdes de acUcares. Para isso, utilizou-se uma
concentracao de 320 g/L de biomassa algal seca em solucdo de acido sulftrico 0,8%,

sendo realizado em volume final de 1,75 L.

Apds a exposicao a temperatura de 121°C por uma hora, separou-se a fragao
liguida da sdlida em um reator (Patente PI 0505299-8A), projetado para esta

finalidade, através da aplicaco da pressdo hidraulica de 10 kgf/cm?.
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Apds a prensagem, a massa Umida da fracdo solida resultou em 663 g.
Visando o aproveitamento da galactose ainda presente nesta fracdo, lavou-se e
homogeneizou-se a mesma com 600 mL de agua destilada, para posterior
prensagem, sendo também aproveitada a fracao liquida (450 mL) resultante deste
processo para producdao de células proporcionando, portanto, um destino

biotecnoldgico a esta galactose residual adsorvida no residuo sélido da prensagem.

4.6.2. Condicoes utilizadas para producao de células de Saccharomyces

cerevisiae CBS 1782 em batelada simples e alimentada

A producdo de células conduzida por Batelada Simples foi realizada em
biorreator Biostat B, com volume util de 1,2 L, com concentracdes de galactose e
HMF semelhantes as utilizadas no processo anterior (20 g/L e 8 g/L,
respectivamente). O hidrolisado foi suplementado com solucdo de sais, conforme ja

descrito no item 4.5.2, e esterilizado a 121°C/30 min.

O bioprocesso para producao de células conduzido por Batelada Alimentada
foi realizado em biorreator New Brunswick BioFlo 310®, com volume Util de 400 mL.
Para a primeira batelada, utilizou-se o lavado (resultante do pré tratamento da
biomassa algal) diluido 2x, apresentando, portanto 21,14 g/L de galactose e 7,73 g/L
de HMF. O meio foi suplementado e esterilizado a 121°C/30 min. Para as
alimentagdes, realizadas por pulsos, utilizou-se em mL 135; 180 e 240 do hidrolizado
algal concentrado (87,4 g/L de galactose e 28,68 g/L de HMF), respectivamente nas
trés primeiras alimentacoes, de forma obter-se concentracdes reacionais que tangem
20 g/L de galactose e 8 g/L de HMF. Os meios foram suplementados com 0,25 g/L

de ureia.

Os processos foram controlados automaticamente a uma temperatura de
30°C; pH 4,5, através da adicdo de NaOH (2M) ou HCL (2M) e agitacao que
proporcionasse uma DO, de 40 % (oxigénio dissolvido) (Figura 4.4). A cada 4
horas foram feitas amostragens para quantificar a biomassa celular (por

espectrofotometria), a concentracao de galactose, HMF e de etanol por CLAE.
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O indculo utilizado em ambos os processos foi obtido a partir da etapa de
aclimatagao (10% v/v) realizada seguindo as mesmas condiches dos ensaios em

frascos agitados.

Figura 4.4 - Biorreatores instrumentados utilizados nos bioprocessos: a esquerda New
Brunswick BioFlo 310 e a direita Biostat B.

4.7. Amostragem

Nos experimentos de crescimento celular em frascos agitados e de produgao
de células em biorreator coletou-se assepticamente amostras de 2 mL de todos os
ensaios em intervalos regulares de 4 h. As amostras foram centrifugadas a 10.000
rpm durante 10 minutos a 10°C, possibilitando a coleta do sobrenadante para

determinacdes analiticas (glicose, galactose, etanol e HMF).

Apos centrifugacao, foi feita a lavagem do precipitado com agua destilada
seguida de nova centrifugacao, nas condicdes previamente descritas, tendo como
intuito a remogao de compostos soluveis do meio que interferem na quantificacao da
biomassa. Por conta disso, foram feitas 3 lavagens para posterior diluicao das

amostras e quantificacao da biomassa celular por espectrofotometria.
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4.8. Métodos analiticos

4.8.1. Quantificacao da biomassa celular

Para determinacao da concentracao celular da linhagem em estudo elaborou-
se uma curva correlacionando-se a absorvancia com a massa seca. Para este
procedimento, foi feita uma densa suspensao de células a partir da qual foram feitas
sucessivas diluicdes em agua destilada, lidas em espectrofotometro (Shimadzu UV-
1800) a 600 nm contra agua destilada como branco, visando obter os valores de

absorvancia correspondentes a cada concentracao de células.

Para determinagdo da massa seca, foram retiradas aliquotas desta mesma
suspensao para Eppendorfs (previamente secos, pesados e mantidos em
dessecador). As mesmas foram centrifugadas sendo seu sobrenadante descartado e
o precipitado (células) lavado com agua destilada e centrifugada novamente. Esta
operagao de lavagem e centrifugacdo foi repetida trés vezes para eliminagdo de
sdlidos sollveis como agucares e sais. Apds a secagem a 65 °C com circulagdo de ar
forcada, até atingirem massa constante indicando a remocao da umidade. A curva de

calibracao resultante deste procedimento pode ser visualizada na Figura 4.5.

0.8 1 v =4,0807x+0,0318
0,7 - RZ=0,9953

06 -
0,5 -
04 -
0,3 -

D.0O (600 nm)

0 0,05 0.1 0,15 0,2
Concentragdo celular (g/L)

Figura 4.5 — Curva de calibracdo para quantificacdo de células.
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4.8.2. Quantificacao de galactose, HMF e etanol por CLAE

Para quantificacao de galactose e etanol analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), as amostras, apods diluidas, foram centrifugadas a
12.000 rpm por 20 minutos para posterior filtracgo em membrana 0,22 uym. A
quantificacao foi entao realizada em detector Waters 2414 (RID) (com temperatura
de 40°C), utilizando a coluna aminex HPX-87P (Biorad®) (com temperatura de 80°C)

e agua ultra pura (Milli-Q) como fase mével a um fluxo de 0,6 mL/minuto.

Para quantificacdo de HMF por CLAE (Shimadzu) as amostras foram diluidas
em metanol:acetonitrila (30:70) sendo posteriormente centrifugadas a 12.000 rpm
por 20 minutos. Realizou-se a analise em detector UV (280 nm), utilizando a coluna
C18 150 x 4,6 mm e metanol:acetonitrila (30:70) como fase mével a um fluxo de 0,6

mL/minuto.

4.8.3. Quantificacao de HMF por espectrofotometria de UV

Este estudo teve como objetivo desenvolver um método analitico alternativo a
analise por CLAE a fim de se obter uma resposta mais rapida e menos dispendiosa. A
analise de HMF por espectrofotometria de UV também foi proposta por ZHANG et 4.
(2010).

Para o desenvolvimento do método, foi feita uma varredura de espectro
(Shimadzu UV-1800) de 200 a 400 nm, com registro de leitura a cada 2nm,
utilizando solugdes padrao com concentragdes variadas de HMF (em mg/L: 2,5;
3,125; 4,17; 6,25; 12,5 e 25) e amostras (com concentracoes de HMF analisadas por
CLAE) visando obter o comprimento de onda ideal para analise da absorvancia deste

composto (Figura 4.6).

Posteriormente, uma curva de calibracao foi estabelecida, relacionando-se a
absorvancia de luz UV a 280 nm com a concentracao de HMF em mg/L. Para serem
analisadas, as amostras foram diluidas em metanol:acetonitrila (30:70), sendo

centrifugadas posteriormente a 12.000 rpm por 20 minutos. Utilizou-se a solugao
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metanol:acetonitrila como branco durante a leitura. Para garantir que o pico
apresentado em 280 nm ndo teria interferencia de outros compostos (condicdoes
primordial para a validade do método por espectrofotometria), contou-se com o

apoio do CLAE para verificar esta condicado.

—O0Omg/L
—2,5mg/L
3,750 4

A ——3,125mglL 25 | B
4,17 mg/L
—6,25mg/L
——12,5mglL 24 —27
—25mg/L 31

Amostra J
al® 32

33
——Alga

3,250 4

2,750 4

2,250 4

ABS

1,750 1

1,250 4

0,750 4

0.250 4 T T T 1
100 200 300 400 500

Wavelenght

- Waveter T |
-0,250100 200 300 400 500

Figura 4.6 — Varredura de espectro para o desenvolvimento do método para andlise de
HMF por espectrofotometria de UV. (A) Varredura de espectro das solugdes padrao de HMF e
analise de hidrolisado algal contendo HMF (identificado por CLAE); (B) Varredura de solugdes
padrao e de hidrolisado algal sem HMF.

4.9. Analise dos resultados experimentais

Para construcao dos graficos foram utilizados os programas Microsoft Excel e
Origin Pro70. Encontram-se a seguir os principais parametros utilizados para analisar

0s resultados experimentais.

(@) A eficiéncia de hidrdlise foi estimada de acordo com Hargreaves et a/. (2013),
expressa na Equacao (1). Neste artigo, estimou-se a concentragao de galactose
tedrica de acordo com os estudos de Lechat et al. (1997), que sugerem que haja 320

gramas de galactose para cada quilo de K. alvarezii seca.
Equacao (1)

Eficiéncia de hidrdlise (%) = [Galoyial x100

Teérica]
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(b) Taxa especifica de crescimento celular (py):

1 dX

h*)=——"
:Ux( ) X dt

(c) Fator de conversao de substrato em células (Yyss):

X — Xo

Y g =
x/s(gg ) SO—S

(d) Produtividade volumétrica em células (Qx):

1 X — Xo
Qx(gi_ﬁhl):———F——

Equacao (2)

Equacao (3)

Equacao (4)

Para interpretar os dados experimentais referentes ao consumo de HMF,

assim como nos estudos de Petersson et al. (2006) e Almeida et al. (2008), calculou-

se.

(e) Taxa de conversao de HMF (Qnwi).

HMF, — HMF
t

QHMF (g-l—_l-h_l) =

(f) Taxa de conversdo especifica de HMF (Quwvr)

— _ 1 d
qHMF (gg 1.h l):_y.(ﬁj

Equacao (5)

Equacao (6)
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Onde:

S: concentragao final de galactose (g.L-1);
Sp: concentragao inicial de galactose (g.L-1);
t. tempo (h);

X: concentracao final de células (g.L-1);

Xo: concentracao inicial de células (g.L-1);
HMF: concentracgao de final de HMF (g.L-1);
HMFy: concentragao inicial de HMF (g.L-1).

4.10. Pré-tratamento da biomassa algal para obtencao de oligossacarideos

com baixa formagcao de HMF

Nos resultados obtidos no planejamento experimental para hidrdlise acida da
carragenana bruta, encontrou-se uma condicdo em que houve hidrdlise das ligagdes
mais labeis (tipo alfa) resultando na liberacdo de dissacarideos, além de resultar em
uma concentracao de HMF quase nula. Desta forma, 200 g/L de biomassa algal
cominuida, foi pré-tratada, em uma solucao acida com 0,25% de &acido sulfrico,

temperatura de 100 °C (vapor fluente em autoclave) por 60 minutos.

Visando confirmar se o produto formado com esta hidrdlise referia-se a um
acucar (conforme identificado por um pico, com tempo de retengdo de 7,6 min, no
cromatograma por CLAE) submeteu-se este hidrolisado liquido, com possiveis
dimeros de galactose, a uma hidrdlise acida mais severa (1% de H,SO; por 30
minutos de reacdo a 121 °C) de modo a constatar a presenca de galactose

resultantes da segunda hidrdlise.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Extracao da carragenana

O primeiro parametro utilizado para avaliar o resultado da extracdo da
carragenana perante o uso das duas solugdes extratoras comparadas neste
experimento foi a viscosidade aparente. Segundo Freile-Pelegrin & Robledo (2007) e
Montolalu et a/. (2008), este é um dos aspectos mais caracteristicos da carragenana
quando extraida da biomassa algal em condigdes ideais que proporcionam a
manutencdo de sua caracteristica nativa. Deste modo, quando feita a extracdao com
agua destilada como solugdo extratora, constatou-se apds o periodo de incubagdo de

3 horas a perda da rigidez dos granulos e a alta viscosidade na fracao liquida.

No entanto, aspectos contrarios foram observados quando se utilizou a
solucdo de KOH, o que resultou na manutencao da rigidez dos granulos e na fluidez
da fragdo liquida. Tal caracteristica, que indica o sucesso da extracao, foi confirmada
apos a etapa de precipitacdao da carragenana adotada na fracdo liquida resultante

deste processo.
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Na extracao aquosa, recuperou-se a quantidade de 4,16 g de carragenana
bruta das 5 g de biomassa algal utilizadas para este ensaio; ja na extracao alcalina
obteve-se 1,15 g, havendo uma diferenca de 72,35% em massa seca entre ambas as
solucdes empregadas para extracdao. Na Figura 5.1, encontram-se ilustrados os

aspectos observados e ja mencionados.

Figura 5.1 — Etapas para extracdo da carragenana da biomassa algal. A: Aspecto dos
granulos antes da extracdo; B: Aspecto viscoso evidenciado apds a extracao aquosa; C:
Aspecto da carragenana bruta precipitada.

Tais resultados corroboram com os reportados por Freile-Pelegrin & Robledo
(2007); Hayashi et al (2007) e Montolalu et a/ (2008), que observaram maiores
rendimentos em carragenana através da extracdo aquosa. Por outro lado, Freile-
Pelegrin & Robledo (2007) e Wiratni (2011), ainda que tenham obtido melhores
rendimentos com a extragdo aquosa, alcancaram rendimentos na extracao alcalina
mais favoraveis que os observados neste trabalho. Tal insucesso da extragao alcalina
no presente estudo pode ser justificado pelo uso de condicdes mais amenas ja que
nos demais, a extracao foi realizada em temperaturas mais elevadas (85°C)
avaliando-se diferentes concentragdes de KOH, sugerindo que a eficiéncia de

extracao esta associada ao uso de condicdes mais severas.

Com este trabalho objetivou-se simplificar a metodologia de extracao da
carragenana buscando condicbes mais econémica e brandas, uma vez que trata-se

de um processo para producao de etanol 3G, um produto de baixo valor agregado.
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Sendo assim, diante da comparacao entre as duas solugdes extratoras (agua
destilada e KOH 1%), a metodologia de extracao aquosa, além de ter proporcionado
uma maior recuperagao de carragenana bruta, demonstrou-se mais atrativa, sendo a

mesma utilizada para os experimentos futuros .

5.2. Planejamento experimental Fatorial 2* completo para hidrélise acida
da carragenana bruta

Na Tabela 5.1 é possivel analisar a matriz do planejamento experimental
fatorial 2% para hidrélise &cida da carragenana bruta e os resultados experimentais
dos ensaios. Perante a analise dos dados, observa-se que as maiores concentragdes
de galactose, assim como a maior eficiéncia de hidrolise, foram obtidas em condigdes
experimentais que também proporcionaram a maior formagao de hidroximetilfurfural
(HMF).

A maior eficiéncia de hidrdlise alcancada com este planejamento (76,39%)
foi resultante do ensaio 16, realizado com todos os parametros no nivel +1
(temperatura, 120°C; tempo, 60 minutos; acido sulfurico, 0,8%; carragenana bruta,
100 g/L), onde as condicdes deste ensaio também proporcionaram a maior obtengao
de galactose (22,92 g/L) e formacao de HMF (9,09 g/L) deste planejamento. Esta
avaliagdo sugere que os parametros analisados, em sua maioria, exerceram
influéncia positiva para as trés varaveis de resposta, ou seja, o aumento de cada

parametro, do nivel -1 para o +1 resultou em aumento das varidveis de resposta.
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Tabela 5.1 — Matriz do planejamento experimental Fatorial 2* completo para hidrdlise acida

da carragenana bruta.

Ensaio ,Ac_ido ,C_arga de Tempo Temperatura Galactose HMF Eficiéncia
sulfarico (%) solidos (g/L) (min.) (°0) (g/L) (g/L) (%)
1 0,2 20 20 100 0,04 0,99 0,55
2 0,8 20 20 100 0,12 0,12 1,82
3 0,2 100 20 100 0,00 0,56 0,00
4 0,8 100 20 100 0,65 1,00 2,17
5 0,2 20 60 100 0,20 1,22 3,18
6 0,8 20 60 100 0,77 0,52 12,24
7 0,2 100 60 100 0,13 1,33 0,43
8 0,8 100 60 100 2,77 3,81 9,23
9 0,2 20 20 120 1,05 0,51 16,56
10 0,8 20 20 120 4,17 0,90 65,99
11 0,2 100 20 120 1,17 3,22 3,91
12 0,8 100 20 120 12,90 7,12 42,99
13 0,2 20 60 120 1,42 0,90 22,47
14 0,8 20 60 120 4,43 1,47 70,17
15 0,2 100 60 120 2,82 3,81 9,41
16 0,8 100 60 120 22,92 9,09 76,39
17 (C) 0,5 60 40 110 3,64 2,28 19,72
18 (C) 0,5 60 40 110 3,62 2,87 19,60
19 (C) 0,5 60 40 110 3,58 2,32 19,41

Onde: (C) Ponto Central. Valores codificados: acido sulftrico (0,2%: -1; 0,8%: 1); carga de solidos (20 g/L: -1;
100 g/L: 1); tempo (20 minutos: -1; 60 minutos: 1); temperatura (100°C: - 1; 120°C: 1).

Deste modo, avaliou-se a significancia estatistica das influéncias exercidas
por cada parametro, ilustradas nos diagramas de Pareto, gerados pelo software
STATISTICA 6.0 (Figura 5.2). Nestes diagramas, pode-se observar que a
temperatura exerceu o0 maior efeito para eficiéncia de hidrdlise e,
consequentemente, para obtencdo de galactose. Por conta disso, nos ensaios
realizados a 100°C (nivel -1), este aclcar foi obtido em baixas concentracdes
(Tabela 5.1), sugerindo que temperaturas superiores a 100°C sdo necessarias para

hidrolisar a carragenana a galactose.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Galactose (g/L)
2**(4-0) design; MS Residual=7,189524
DV: Galactose (g/L)
(4)Temperatura _l4,307566
()Acido sulfarico -Il 3,906459
1by4 |3,171189
(2)Carga sdlidos 2,906395
1by2 ‘2,640855
2by4 ‘2,453821
(3)Tempo 1,433991
2by3 :|1,161551
1by3 :|1,001742
3by4 :|,8609538
Curvatr. :|,0842489
p=,05
(A) Standardized Effect Estimate (Absolute Value) R2:0,90964; Adj0,76766
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Eficiéncia (%)
2**(4-0) design; MS Residual=28,10227
DV: Eficiéncia (%)
(4)Temperatura - 13,12272
(1)Acido sulfarico l 10,58719
1by4 8,578826
(3)Tempo 3,278961
(2)Carga sblidos ‘-2,28515
1by3 :|1 914715
2by4 :|-1 72301
3by4 1,341334
2by3 :|1,09 127
Curvatr. :|-,455661
1by2 :|,45159]6
p=,05

(B)

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

R=0,98209; Adj:0,95395

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: HMF (g/L)
2**(4-0) design; MS Residual=,2635044

DV: HMF (g/L)

(2)Carga solidos

(4)Temperatura 8,504955
2by4 7,601693
1by2 6,190107
(1)Acido sulfarico 5,5696504
1by4 4,292506
(3)Tempo 3,761958

2by3 2,215362

1by3
Curvatr.

3by4

(€)

1,842964
,6350995
337196

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

R?=0,98144; Adj:0,95228

Figura 5.2 — Diagramas de Pareto. (A) Galactose (B) Eficiéncia de hidrdlise (C) HMF.
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Ainda que temperaturas elevadas sejam favoraveis, o nivel maximo de
120°C, utilizado para este planejamento, foi estabelecido baseando-se nos estudos
de Menita, Hong & Jeong (2012), Menita, Kang et al (2012) e Tan, Lam & Lee
(2013), que efetuaram a hidrodlise acida em carragenana de Kappaphycus alvarezii a
130°C por 15 minutos. Nestes estudos, foi constatada a formacao de HMF e sua
degradacao a concentracOes elevadas de acido levulinico, um composto que exerce
toxicidade ainda maior aos microrganismos quando comparado ao HMF, justificada

também por esta temperatura de reagao.

Além disso, as concentracdes de galactose resultantes da hidrdlise acida
nestes estudos a 130°C inferem que ndo ha uma diferenca significativa em
comparacao as obtidas a 120°C, onde no primeiro estudo citado, realizado em
condicdes similares as que resultaram na maior concentracdo alcancada com este
planejamento, obteve-se 23,9+2,83 g/L. Diante disso, como constatado por
Hargreaves et al. (2013), estes resultados corroboram que a temperatura de 120°C é
a mais adequada para hidrolise, sugerida também por Tan, Lam & Lee (2013)
mediante ensaios de comparacao de ambas as temperaturas em periodos similares

de reacao.

Os efeitos da interacdo dos parametros temperatura e concentracao de
acido sulfurico com a concentracao de carragenana bruta podem ser visualizados na
Figura 5.3, que contém os graficos de interacdo, gerados pelo software Design-
expert® 6.0.6 (Stat-ease). Nestes graficos, os niveis dos demais parametros foram
fixados em pontos centrais. Em A, pode-se observar que 0 aumento da temperatura
de reacao de 100 para 120°C (niveis -1 para +1), foi menos significativo para
obtengdo de galactose nos ensaios com menor carga de solidos (nivel -1), assim
como em B, em que se variou a concentracao de acido sulftrico de 0,2% para 0,8%,
sugerindo que para ensaios com maior carga de solidos sao necessarias condicoes
mais severas, ja que nestes, a variagao da temperatura de reacao e da concentracao

de acido sulfdrico proporcionou uma maior obtengdo de galactose.
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A diminuicdo da eficiéncia de hidrdlise acida diante do aumento da
concentragao de sdlidos, evidenciada também no diagrama de Pareto para eficiéncia
(Figura 5.2 B), pode ser justificada pelas proprias caracteristicas biogquimicas e
estruturais da carragenana. Segundo Khambhaty et al (2012), a presenca de
grupamentos sulfato gera mudancas conformacionais nesta estrutura, resultantes da
sua carga negativa, tornando mais dificultoso o ataque acido. Como relatado em
estudos relacionados as caracteristicas da carragenana, por Freile-Pelegrin & Robledo
(2007); Hayashi et al (2007) e Montolalu et al (2008), o aspecto viscoso da
carragenana quando em solucdo, também observado neste estudo nas etapas de
extracdo e resolubilizagdo, é proporcional ao teor de sulfato presente nesta
estrutura. Tan, Lam & Lee (2013) observaram que a viscosidade pode ser um fator
que dificulta a hidrélise a medida que a carga de sélidos aumenta. Khambhaty et a.
(2012) também atribuiram a baixa susceptibilidade da carragenana a hidrdlise em
condicdes acidas moderadas a presenca de resistentes ligacdes glicosidicas do tipo

beta 1->4 além das do tipo alfa 13, com caracteristica labil nestas condigdes.

Sendo assim, como observado no diagrama de Pareto para HMF, ilustrado
na figura Figura 5.2 C, que indica a carga de sdlidos como o parametro mais
influente para formagdo deste composto inibidor, pode-se sugerir que o nivel de
severidade necessario para a hidrdlise acida, diante das caracteristicas previamente
mencionadas da carragenana e da reatividade da galactose, fazem com que grande
parte dos carboidratos que resultariam na obtencdo deste aglcar sejam desviados
para formacdao de HMF, contribuindo também para a diminuicdo da eficiéncia de

hidrolise.

Baseando-se no estudo de Goh & Lee (2010), que sugere a inclusao da
etapa de extracdo da carragenana prévia a de hidrélise (Capitulo 2, item 2.11),
diante da possibilidade da condicdo favoravel de hidrolise acida (com alta
concentragdo de sdlidos) distinguir-se da que proporciona melhor extracao e
disponibilizagdo desta macromolécula, avaliou-se a inclusdo da etapa de extracdo

aquosa da carragenana neste estudo.

Avaliou-se, também, a estratégia de utilizar uma baixa concentracao de

biomassa algal (20 g/L) para eficiente extracao desta macromolécula e de aumentar
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a concentracao de carragenana bruta na etapa posterior de hidrolise (60 e 100 g/L),
possibilitada pela precipitagdo da carragenana. Analisou-se, entdao, se haveria
mudancas significativas quanto ao aumento da eficiéncia de hidrdlise e diminuicdo da
formacao de HMF, mediante a comparacdo com estudos recém-publicados que

prescindem desta etapa.

A partir da andlise dos resultados deste planejamento, entendeu-se que
tanto a eficiéncia de hidrdlise quanto a quantidade de HMF obtido foram proximos
aos estudos previamente citados com Kappaphycus alvarezii sugerindo que o0s
aspectos discutidos anteriormente em relagdo as caracteristicas desta
macromolécula, mesmo que inclusa a etapa de extracdao, ainda exercem forte

influéncia para eficiéncia de hidrolise e formagao de HMF.

Goh & Lee (2010) também propuseram a etapa de extracao e purificacdo da
carragenana para o0 aproveitamento integral da biomassa algal (Figura 2.6). No
entanto, deve-se levar em consideracao limitacOes evidenciadas apds este processo
como a perda de massa de 18,46% % 0,04 e a elevada viscosidade da carragenana
em solugdao, nao incluindo a complexidade da posterior etapa de purificacao,
prescindida neste estudo. Diante destas avaliagbes, a etapa prévia de extracao da

carragenana foi prescindida para os demais ensaios.

Diante dos fatores previamente discutidos que entornam a formacao de
HMF, avancos sdo necessarios para o pré-tratamento da biomassa algal, que podem
ser atingidos ao explorar diferentes estratégias. Podem ser inclusos como alternativa,
estudos futuros com Kagppa-carragenases, que atuam especificamente na ligagao do
tipo beta 14, resistente ao ataque acido, entre unidades D-galactose-4-sulfato e a
3,6-anidro-D-galactose. Diante desta estratégia, para possibilitar a hidrdlise completa
da carragenana a galactose faz-se necessario conhecer as condigdes limitantes para
sua extracao e hidrdlise das ligacdes do tipo alfa. Sendo assim, uma condicdo de pré-
tratamento para biomassa algal, passivel de ser utilizada em estudos futuros com
hidrdlise enzimatica da carragenana, foi proposta no Topico 5.3 a partir de uma
analise aprofundada destes resultados. Para os demais experimentos, a etapa prévia
de extragdo da carragenana foi eliminada, sendo realizado o pré-tratamento acido a

partir da biomassa integra de Kappaphycus alvarezi.
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Em relacdo ao pré-tratamento acido de Kappaphycus alvarezii e hidrolise
acida da carragenana para producao de etanol 3G, os melhores resultados existentes
na literatura foram resultantes de estudos prévios reportados por Hargreaves et ai.
(2013) ao utilizar uma concentracao de sdlidos de 333 g/L combinada a temperatura
de reacao de 120°C e concentracao de acido sulfirico de 1% (v/v). Nestas
condicoes, 80 g/L de galactose foram obtidos, sendo esta a maior concentragao
alcancada, favoravel a fermentacdao etandlica, ja que sao necessarias altas
concentragbes de aclcares como ja mencionado. Através da estratégia de
destoxificacao de 20 g/L de HMF com carvao ativo, proporcionou-se a

fermentabilidade deste hidrolisado, obtendo-se, portanto, 38 g/L de etanol.

Hargreaves et al/ (2013) também estabeleceram condicdes para o
aproveitamento da fracdo celuldsica através da hidrdlise enzimatica deste
componente, o que permitiu a fermentagao de glicose e a obtencao de 53 g/L de
etanol, sendo as maiores concentragdes de etanol reportadas em estudos de terceira

geragao.

Desta forma, este trabalho também objetivou a producdo de células a partir
da fragdo liquida da biomassa algal pré-tratada em condigcdes baseadas neste estudo.
No entanto, a estratégia de destoxificacdo do hidrolisado ndao foi adotada com o
intuito de avaliar a tolerancia da levedura Saccharomyces cerevisiae CBS 1782 ao
HMF, frente ao metabolismo oxidativo, e da possibilidade de integrar a produgao de

células ao processo proposto por Hargreaves et al. (2013) para producao de etanol.

5.3. Pré-tratamento da biomassa algal para obtencao de oligossacarideos

com baixa formagcao de HMF

Paralelamente as discussdes realizadas neste trabalho relacionadas a
diferentes estratégias que possam eliminar ou reduzir os efeitos causados pelo
hidroximetilfurfural (HMF) no crescimento celular, buscou-se também estudar um
composto que no cromatograma por CLAE apresentou-se com uma altura e area
significativa, no tempo de retencdo de 7,6 min. Este composto, derivado do pré-

tratamento acido, mostra-se presente na maioria dos experimentos relacionados a
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hidrolise de carragenana, incluindo trabalhos de outros autores (Ramos, 2010) e

trabalhos realizados no LADEBIO (dados nao publicados).

Apods extrair a carragenana bruta da biomassa algal e submeté-la a hidrodlise
acida, em diferentes condicdes avaliadas no planejamento de experimentos, notou-
se que, nos experimentos realizados na temperatura de 100°C, houve a perda da
viscosidade da carragenana (indicativo de hidrdélise), porém ndo sendo detectada
galactose ap0s a analise por CLAE, sugerindo, portanto, que houve hidrdlise parcial
da carragenana, possivelmente das ligacGes do tipo alfa, que sao labeis a hidrdlise
acida mesmo em condicdes mais brandas de temperatura. Considerando esta
possibilidade, ja que as ligacdes sao alternadas, haveria formagdo de dimeros ou

oligbmeros resultantes desta reacao.

Os cromatogramas resultantes da andlise de aclcares por CLAE reforgaram
esta hipétese. Como se pode observar na Figura 5.4, na temperatura de 100°C, nao
houve deteccdo de galactose, mas sim de um unico pico no tempo de retengdo 7,6
minutos, caracteristico de dimeros nas condicbes experimentais em que o
cromatdgrafo foi operado (Bio-Rad Laboratories, Inc. s/a.). Além disso, a medida que
houve aumento do grau de severidade, notou-se a diminuicao deste pico e aumento
do pico relacionado a galactose, sugerindo que em condicdes mais severas, além das

ligagdes do tipo alfa, as ligacdes beta também estariam sendo hidrolisadas.

Por conta disso, optou-se por avaliar se a condicao de 100°C, com uma
solucao de acido sulftrico 0,5% e tempo de reacdo de 1 hora, haveria solubilizagao e
extracdo da carragenana, como também, hidrdlise das ligacdes do tipo alfa ao
aumentar para 200 g/L de biomassa algal integra e cominuida. Como demonstrado
na Figura 5.5, na analise por CLAE para agUcares, resultante deste ensaio, o

mesmo pico isolado no tempo de retencao de 7,6 minutos foi observado.

Para confirmar se o pico no tempo de retencao de 7,6 min era correspondente
a um aclcar, a partir deste hidrolisado, limpido e ndo viscoso, fez-se uma segunda
hidrdlise acida, porém em condicbes mais severas (1% de H,SO4 por 30 minutos de
reacao a 121 °C), ja que possibilitariam a hidrdlise das ligacdes do tipo beta que
resultaria na diminuicdo da concentracdo do suposto oligossacarideo, constatado

através da diminuigdo do pico e aumento do pico de galactose.
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Figura 5.4 — Cromatogramas obtidos da analise por CLAE de ensaios do planejamento
fatorial completo 24 com carragenana bruta. A: 100°C/ acido sulfdrico 0,2%; B: 110°C
/acido sulfurico 0,5%; C: 120°C/acido sulfarico 0,8%.
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Como esperado, apos a segunda hidrdlise, detectou-se galactose (24 g/L)
havendo também a reducdo do pico analisado (Figura 5.5). Sendo assim, a partir
desta metodologia mais simples obteve-se um hidrolisado com uma concentragao
estimada de 135 g/L de oligossacarideos e 2,32 g/L de HMF, antes de ser submetido
a segunda etapa de hidrdlise. Como ainda houve formagdo de HMF, reduziu-se a
concentragao de acido sulfurico de 0,5% para 0,25% havendo a uma reducao para
0,0126 g/L de HMF formado, que foi sugestivo para uma otimizacao futura dos
parametros, para que se alcance as minimas condig0es necessarias para obtengdo
destes carboidratos em maiores concentracdes sem que haja formagao deste
inibidor.

Foi importante identificar o que correspondia no pico no tempo de 7,6 min
(observado no cromatograma de agucares por CLAE), pois refere-se a um composto
que esta presente em diversos outros trabalhos realizados com hidrdlise acida da
alga Kappaphycus alvarezii e que aparece com altura e drea que ndao se pode
negligenciar. Identificado como um aclcar (possivelmente dissacarideo), podendo
originar galactose, este resultado abre novas perspectivas para o pré-tratamento da
alga, podendo este hidrolisado ser utilizado diretamente na forma de dissacarideo
para algum determinado microrganismo. Ha também a possibilidade de uso de B-
galactosidases ou kappa-carragenases que sao enzimas que atuam nas ligaces do
tipo B-1-4 de um galactopiranosideo, em condicGes mais brandas, sem geracdao de
HMF. Além disso, o pré-tratamento empregado para gerar este dissacarideo foi
realizado em condicbes em que a formagao de HMF foi praticamente nula.
Logicamente, apesar de todos os dados indicarem que o composto formado trata-se
de um dissacarideo, faz-se necessario estudo mais aprofundado para confirmar (por
meio de padroes especificos) e buscar por uma alternativa de uso deste composto ja
que pode ser obtido em condicdes menos severas e sem formacao de inibidores

como HMF.
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Figura 5.5 — Cromatogramas obtidos da analise por CLAE dos ensaios de pré-tratamento da
biomassa algal. (A) etapa de hidrélise branda (0,25% H,SO,; 100°C; 60 min); (B), segunda
etapa de hidrdlise em condicao mais severa (1% H,S0,4; 120°C; 60 min).

5.4. Desenvolvimento de método para quantificacgdio de HMF por

espectrofotometria de UV.

De acordo com o que foi previamente relatado, pode-se entender a
importancia da quantificagao dos compostos inibidores tanto apds o pré-tratamento
quanto durante os processos metabdlicos nos bioprocessos, para que seja possivel
ter uma visdo mais ampla dos mecanismos de tolerancia das células a estes

compostos. Diante disso, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), dada a
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sua alta resolucdo e detectabilidade para analises quantitativas e qualitativas, € um

dos métodos analiticos utilizados para analise de HMF.

No entanto, devido ao alto custo (equipamentos, manutencao, reagentes para
fase modvel, colunas) bem como elevado tempo de anadlise necessario para estes
métodos, para suportar estes estudos, foi necessario o desenvolvimento de um
método mais simples, rapido e com menor custo, podendo sua acuracidade ser
confirmada por CLAE. Métodos espectrofotométricos sao, portanto, utilizados para
esta finalidade e andlise de muitos compostos como, por exemplo, acucares
redutores, devido a sua simples operagao e instrumentacdao, com menor custo, e por
favorecer resultados mais rapidos (ZHANG et a/.,, 2010; DAVIES et al., 2011).

Por conta disso, torna-se necessario o desenvolvimento e validagdo de
métodos espectrofotométricos para analise de hidroximetilfurfural, que foi uma das
iniciativas deste trabalho. A andlise de HMF por espectrofotometria de UV
demonstrou seletividade para este analito em hidrolisado algal, ja que distinguiu
amostras de hidrolisado algal que continham ou ndo HMF apds a varredura de
espectro e sensibilidade, tanto com amostras padrao em concentragao crescente

deste composto (Item 4.8.3) quanto com resultantes dos ensaios de crescimento.

Na Figura 5.6 pode-se observar a curva de calibragao que relaciona a
absorvancia de luz UV a 280 nm com a concentracdo de HMF em mg/L por

espectrofotometria.

Ao se utilizarem os dados da batelada para producdo de células de S.
cerevisiae, analisou-se a correlacdo entre ambos os métodos (espectrofotometria de
UV e CLAE) através do coeficiente de variagao (CV), que é uma medida de dispersao
empregada para estimar a precisdo de métodos ao expressar o desvio-padrao dos
dados como porcentagem da média, e do coeficiente de determinacdo (R2), ao
estimar a relacao linearmente proporcional entre os resultados obtidos pelos

métodos analiticos avaliados (Tabela 5.2).
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Figura 5.6 — Curva de calibracao para quantificacao de HMF por espectrofotometria de UV.

Tabela 5.2 — Resultados obtidos pela analise de HMF por espectrofotometria de UV e CLAE.

o CLAE  Espectrofotometro o
Cadigo Média DP CV (%)
HMF (g/L) HMF (g/L)

22 8,65 7,99 8,318 0,468 5,63
23 8,28 8,39 8,335 0,083 1,00
24 7,85 7,86 7,854 0,009 0,11
25 5,58 5,64 5,610 0,039 0,70
26 3,94 4,08 4,006 0,099 2,48
29 1,28 1,54 1,410 0,179 12,67

Da analise dos resultados obtidos, concluiu-se que os valores de CV foram

aceitaveis para as diferentes concentracdes de HMF avaliadas pelos dois métodos. Ja

o valor que ultrapassou o limite aceitavel (12,67%) é consequente do limite de

sensibilidade (2,5 a 25 mg/L) do método espectrofotométrico em baixas

concentragdes de analito. A correlacdo entre os métodos (R*=0,991) foi bastante

satisfatoria (Figura 5.7), potencializando, portando, o estimulo para estudos futuros

do método de andlise de HMF por espectrofotometria de UV, como também, para

sua utilizagdo em quantificacdes preliminares de HMF, ja que o método também

demonstrou simplicidade e a rapidez quanto ao tempo de andlise.
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Figura 5.7 — Correlacao entre os métodos para quantificacdo de HMF (espectrofotometria
de UV e CLAE).

5.5. Producao de células de Saccharomyces cerevisiae em frascos agitados:

ensaio para avaliacao da tolerancia ao HMF

Para o preparo do meio de cultivo foram estudadas diferentes condicdes de
concentragao de sdlidos e concentracdo de acido conforme se observa na Tabela 5.2.
Dentre as condigOes avaliadas de pré-tratamento acido com a biomassa algal integra,
utilizou-se a condicdo que resultou na maior eficiéncia de hidrdlise (93,7 g/L de
biomassa algal; 0,8% (v/v) de acido sulfurico; temperatura de reacdo de 120°C e 1
hora de reacdo), como observado na Tabela 5.3, para os ensaios de tolerancia ao
HMF.

A Figura 5.8 ilustra a cinética do crescimento e consumo de galactose na
etapa de aclimatacao. Nesta etapa, o meio obtido conforme as condigbes acima
citada, foi diluido a um fator de 2. Dessa forma, as leveduras foram submetidas a
4,06 g/L de HMF, presentes no hidrolisado algal, e ainda assim, pode-se observar o
crescimento celular, com concentracao final de 3,33 g/L de células, ao final do

periodo de incubacdo, além do esgotamento de galactose em 48 horas.
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Tabela 5.3 — Resultados do pré-tratamento da biomassa algal.

Fatores Variaveis de Resposta
Exp Relacao H,SO, HMF (g/L) Galactose Eficiéncia de
S:L (%) 9 (g/L) hidrdlise (%)
1 0,5 8,90 21,18 70,615
1:10
2 93,75 (g/L) 0,8 8,86 25,24 84,144
3 1 8,02 25,00 83,349
4 0,5 13,28 31,11 55,094
1:5
5 176,47 (g/L) 0,8 16,70 40,88 72,398
6 1 17,45 43,30 76,672
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Figura 5.8 - Etapa de aclimatagcdo dos ensaios em frascos agitados. Realizada com indculo
de suspensdo de células em hidrolisado algal com 4,06 g/L de HMF. CondicOes
experimentais: temperatura, 30°C; agitacao, 200 rpm, volume util, 100 mL.

Diante disso, apds 48 horas, nesta condicao, estas células (0,28 g/L) foram
utilizadas como indculo, 10% (v/v), para avaliacdao de uso de células aclimatadas,
que foram comparadas com as ndo aclimatadas, em ensaios inoculados com

suspensao celular. Perante a andlise dos resultados (Figura 5.9), observou-se que
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mesmo submetidas a aproximadamente 8 g/L de HMF, nos ensaios com células
aclimatadas, houve crescimento celular, atingindo uma concentracgao final de 5 g/L,
havendo o esgotamento de galactose em 36 horas de incubacdo e com nitida

reducao da fase lag de crescimento.

Ja em relacdo aos ensaios com células nao aclimatadas, nao foi observado
crescimento celular nem consumo de galactose. De acordo com a analise de ambos
os graficos foi sugestiva a influéncia exercida pela etapa de aclimatacao celular,
diante da resisténcia desta linhagem a concentracoes elevadas de HMF, consideradas

letais para as células em alguns estudos.
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Figura 5.9 - Avaliacdo do crescimento celular frente a inoculagdo com células aclimatadas
ou nao aclimatadas. As células aclimatadas, provenientes da etapa de aclimatagdo, e nao
aclimatadas (suspensao de células mantidas em placa) foram inoculadas em hidrolisado algal
com 8,17 g/L de HMF. Condicdes experimentais: temperatura, 30°C; agitacdao, 200 rpm,
volume util, 100 mL.

Ultimamente, muito se tem estudado a respeito de mecanismos de tolerancia
de linhagens microbianas a compostos inibidores resultantes do pré-tratamento

acido, necessdrio para proporcionar a aplicacao industrial de diferentes tipos de
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biomassa. Em relacdo ao HMF, Martin & Jonsson (2003); Liu et al/ (2004); Liy,
Slininger & Gorsich (2005); Liu (2006); Petersson et al (2006); Almeida et al.
(2008); Almeida et al (2009); Nichols, Dien & Cotta (2010); Akillioglu, Mogol &
Gokmen (2011); Jordan et al (2011); Liu (2011) e Tian, Zhu & Yang (2011), tém
relatado que a resisténcia dos microrganismos a este composto inibidor esta
relacionada a sua capacidade de reduzi-lo em formas alcodlicas correspondentes que
exercem efeitos menos inibitdrios as células. Supde-se, entdo, que o HMF seja
reduzido a 2,5-di-hidroximetilfurano (FDM), em geral, pela acdo de enzimas alcool
desidrogenases a partir oxidacao dos cofatores NADH (nicotinamida adenina
dinucleétido) ou NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato), como
esquematizado na Figura 5.10 (ALMEIDA et a/., 2009).

H :uh"r'.:l/ \Ir:"?
NADP / FOM \ NAD
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Figura 5.10 - Bioconversdao do HMF a 2,5-di-hidroximetilfurano.
Fonte: ALMEIDA et a/. (2009).

De acordo com o que foi mencionado nestes estudos, optou-se por também
avaliar a concentracao de HMF durante o experimento, onde seu decréscimo poderia
sugerir a biorreducao deste composto inibidor. Assim, o experimento foi repetido
para comprovacao e avaliacao do comportamento do HMF durante o crescimento

celular. Na Figura 5.11, pode-se observar a concentracao de HMF e de células
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correlacionadas com o periodo de incubacdo dos ensaios aclimatados e nao

aclimatados.

Como esperado, nos ensaios com células aclimatadas, o término da fase lag,
seguido do inicio da fase exponencial esta relacionado a diminuicdo da concentracao
de HMF, quase nula em 24 horas de incubacao, diferentemente dos ensaios nao
aclimatados em que ndo houve o esgotamento deste composto inibidor mesmo apos
96 horas de incubacdo. O crescimento celular esteve, entdo, relacionado a reducao

da concentragao de HMF.
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Figura 5.11 - Avaliagdo da concentracao de HMF frente a inoculagdo com células
aclimatadas ou ndo aclimatadas. As células aclimatadas, provenientes da etapa de
aclimatacdo, e ndo aclimatadas (suspensao de células mantidas em placa) foram inoculadas
em hidrolisado algal com 8,17 g/L de HMF. CondicOes experimentais: temperatura, 30°C;
agitacao, 200 rpm, volume util, 100 mL.

Liu et al (2004), em ensaios de crescimento celular utilizando diferentes
concentracdes de HMF em meio sintético, observaram que na condicdo com 30 mM

(3,78 g/L), apos 48 horas, este inibidor ndo foi detectado através da analise por
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CLAE em fase reversa a 282 nm (Figura 5.12). No entanto, observou-se um novo
pico a 222 nm, associado, posteriormente, ao produto de conversao do HMF. Diante
disso, foi feita uma varredura de espectro, por espectrofotometria de UV, das
amostras obtidas durante o periodo de incubacdao dos ensaios aclimatados (Figura
5.13).

Como se pode observar na Figura 5.13, comportamento similar foi
evidenciado com o passar do periodo de incubacao, em que houve o decréscimo do
pico relacionado ao HMF (280 nm) a medida que ocorreu o surgimento de outro a
222 nm, reforcando a hipotese de que a resisténcia ao HMF, mostrada pelo
crescimento celular, estd relacionada a sua conversdo em um composto menos

inibitorio.

Oh

b 48h

| |
222 nm 282 nm

Figura 5.12 — Andlise por CLAE, em fase reversa, da cultura de S. cerevisiae em meio
definido contendo HMF por LIU et a/. (2004). (a) deteccao inicial de HMF com absorvancia
de UV a 282 nm, ndo detectavel apds 48 horas de incubacdo. (b) Novo pico detectavel a 222
nm, identificado como a 2,5-di-hidroximetilfurano, relatando a bioconversao do HMF. Fonte:
LIU (2006).
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Figura 5.13 — Varredura de espectro demonstrando a variacao da concentracao de HMF
durante o periodo de incubagao dos ensaios aclimatados e ndo aclimatados (NA 48h)*. As

setas em vermelho indicam a tendéncia decrescente em 280 nm e crescente em 222 nm.

Com isso, os valores das absorvancias registradas a 280 nm, relacionadas ao
HMF, e a 222 nm, possivel produto de conversao, foram expressos no histograma
ilustrado na Figura 5.14, onde é possivel relacionar o aumento das absorvancias a

222 nm a medida que as absorvancias a 280 nm diminuem ao longo do periodo de

incubacao dos ensaios aclimatados.
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Figura 5.14 - Andlise por espectrofotometria de UV a 220 nm e 280 nm dos ensaios

com células aclimatadas. NA 48 corresponde a amostra do ensaio com células ndo

aclimatadas em 48 horas de incubagao.
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Na concentracao de 30 mM (3,78 g/L) de HMF, utilizada por Liu et a/. (2004),
similar a utilizada neste estudo para etapa de aclimatacao (4,06 g/L), também foi
observado crescimento celular, ainda que sem aclimatacao prévia. No entanto,
quando se avaliou o crescimento celular a 60 mM (7,56 g/L), os autores constataram
auséncia de crescimento, assim como evidenciado no ensaio inoculado com células
nao aclimatadas, realizado neste estudo com concentracao de aproximadamente 8

g/L, reforcando a influéncia exercida pela etapa de aclimatacao.

Outro fato mostra claramente o efeito positivo da aclimatacao. Como
demonstrado na Figura 5.15, somente as células provenientes dos ensaios para
aclimatacdo, foram capazes de crescer em placas contendo hidrolisado algal
agarizado com 8 g/L de HMF. O fato de estas células serem mantidas, ja em
presenca deste composto inibidor, sugere que tanto a fase lag, como também, o
tempo necessario para redugdao de HMF podem ser otimizados ao utiliza-las em
detrimento as mantidas em meio sintético, aliando esta estratégia, ao aumento do

indculo na etapa de aclimatagao.

Figura 5.15 — Resultados dos plagueamentos feitos apds o periodo de incubacdo dos
ensaios aclimatado (a esquerda) e nao aclimatado (a direita) em hidrolisado agarizado.

Na Tabela 5.4, encontram-se as varidveis de resposta que demonstram o
aumento significativo da produtividade volumétrica de células (Qx) e da taxa de
conversao de HMF (Quwme) entre a etapa de aclimatacao e a de producao de células
utilizando indculo aclimatado. Ja nos ensaios em que os frascos foram inoculados

com células ndo aclimatadas, ndao houve conversao de HMF, os paréametros quwr €
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Qume foram nulos. Por conta da melhoria dos fatores de rendimento e produtividade
e a fim de se aumentar a producao de células, na etapa seguinte em biorreator,
decidiu-se incluir um processo conduzido por batelada alimentada, para se avaliar a

influéncia do modo de conducdo para o aumento da producado e destas taxas.

Tabela 5.4 — Resultados dos parametros analisados nos ensaios de tolerancia ao HMF em

frascos agitados.

M (") guve (9.9 Yys (9.9 Qx(g.L.h™) Quwe(g.L.h™)

Etapa de aclimatacgao 0,094 0,032 0,255 0,058 0,086
Ensaio com células aclimatadas 0,105 0,041 0,247 0,142 0,281
Ensaio nao aclimatado 0,034 - 0,029 0,001 -

5.6. Producao de células de Saccharomyces cerevisiae CBS 1782 em

biorreator instrumentado

5.6.1. Obtencao do hidrolisado algal

Para obtencao do hidrolisado algal, utilizado nos experimentos em
biorreatores, optou-se por um pré-tratamento com maior concentracdo de sélidos,
com o objetivo de se obter uma maior concentracao de galactose. Ainda que altas
concentracdes de substrato ndao sejam necessarias para producdao de células,
diferentemente da etapa fermentativa, buscou-se unificar as condicdes de pré-

tratamento de modo a integrar os processos.

O pré-tratamento entdo realizado, com uma concentracdao de 320,7 g/L de
biomassa algal resultou em uma eficiéncia de hidrdlise de 79,53%, indicando que
para condicOoes mais concentradas, a concentracdgo de 0,8% de acido sulfurico,
menor utilizada em comparagao com outros estudos, foi suficiente para proporcionar
a hidrélise da carragenana. No entanto, como esperado, estas mesmas condicoes

também proporcionaram a formacao de 28,68 g/L de HMF.

Diante dos resultados de crescimento celular, a serem apresentados, foi

possivel o aproveitamento da galactose resultante da lavagem da fragdo sélida, que
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ja era constituida de 42,28 g/L de galactose e 15,46 g/L de HMF. Como o volume
obtido deste lavado foi proporcional a massa sélida resultante do pré-tratamento, em
escala industrial este lavado, poderia suprir grande parte do hidrolisado necessario

para producado de células.

5.6.2. Bioprocesso para producao de células em batelada simples e
alimentada

A andlise das Figuras 5.16 e 5.17, que ilustram, respectivamente, os
resultados da etapa de aclimatagdo (pré-indculo) e de uma batelada simples. Nota-se
que os resultados obtidos nos ensaios em frascos foram reproduzidos nos
experimentos realizados em biorreator instrumentado. Nos cromatogramas
resultantes da andlise de HMF por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
das amostras do ensaio em bioreator conduzido por batelada simples (Figura 5.18)
é possivel confirmar o decréscimo da concentracdo de HMF durante o periodo de
incubacdo. Neste modo de condugdo, atingiu-se em torno de 4 g/L de células em 40

horas de incubagao em hidrolisado algal com aproximadamente 8 g/L de HMF.

Visando diminuir o tempo necessario para reducdao de HMF de 24 horas, como
também a fase Lag de 20 horas, o desempenho de outro biorreator, conduzido por

batelada alimentada foi com este comparado.
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Figura 5.16 — Etapa de aclimatagdo de células a serem utilizadas como indculo para os
experimentos em biorreatores instrumentados. Realizada com indculo de suspensao de
células em hidrolisado algal com 4,06 g/L de HMF. CondicOes experimentais: temperatura,

30°C; agitagao, 200 rpm, volume util, 100 mL.
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Figura 5.17 - Cinética da producao de células de S. cerevisiae conduzido por batelada
simples em biorreator. Condigdes experimentais: hidrolisado algal com 8,17 g/L de HMF;

temperatura, 30°C; agitacao, 200 rpm, volume util, 1,2 L; indculo com células aclimatadas.
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Figura 5.18 — Cromatogramas sobrepostos obtidos da andlise de HMF de amostras do
reator em batelada simples por CLAE. O cromatograma possui zoom entre 3 e 6 minutos.

No processo em batelada alimentada (Figura 5.19), alcangou-se um
crescimento com 7,33 g/L de células (8 g em massa), ao final do processo. Além de
se alcangcar uma maior concentracao celular com esta forma de condugao, houve
uma diminuicdo significativa do tempo de reducdo da concentracdo de HMF apds
cada alimentacao por pulso. Na fase de batelada simples, 8 g/L de HMF esgotaram-
se em 24 horas, ja diante da segunda alimentacdo, este tempo foi reduzido para 8
horas, ainda que as alimentacdes com hidrolisados concentrados tenham causado

um ligeiro acimulo de HMF atingindo uma concentragao de 10 g/L.

Os efeitos favoraveis exercidos pelas alimentacdes podem ser analisados na
Tabela 5.5 que apresenta os resultados dos fatores de crescimento e consumo de
HMF. Como se pode observar, houve um aumento expressivo da taxa de conversao
de HMF (Quue), atingindo 1,33 (g.L.h™), como também da produtividade volumétrica
de células (Qx). Os dados cinéticos referentes a terceira alimentacao foram
subestimados ja que a amostragem so pode ter sido feita apds 12 horas da

alimentacao, diferentemente das alimentagOes antecedentes em que foi feita apds 4
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horas, explicando, portanto, a aparente queda da produtividade volumétrica de

células e da taxa de conversao de HMF.

Tabela 5.5 — Resultados dos parametros analisados nos experimentos em biorreator.

Biorreator Biorreator conduzido por batelada alimentada
Parametros conduzido
cinéticos por_batelada Fase simples 1a 2a 3a
simples inicial alimentacio alimentacdo alimentacdo
y (h™) 0,134 0,139 0,063 0,046 0,015
anvr (9.97h™) 0,325 0,388 0,325 0,724 0,737
Yx/s (9.9 0,263 0,206 0,163 0,089 0,088
Qx(g.L.h™) 0,0971 0,118 0,203 0,263 0,093
Quwr (g.L.h1) 0,249 0,368 0,885 1,334 0,819
32, —e— Galactose —u— HMF A Células 112
28 - 18
24 A
| 46
- 20 A
E 51 3
o 164 ks) o
7 | ~ J4 ©
e L S
S 124 = ©
= ] @)
O g 15
4
0 - 40
Tempo (h)

Figura 5.19 - Cinética da producao de células de S. cerevisiae conduzido por batelada
alimentada. Galactose, HMF e células. Condicdes experimentais: hidrolisado algal com 8,17
g/L de HMF; temperatura, 30°C; agitacdo, 200 rpm, volume Util, 400 mL; Alimentacdes
realizadas por pulsos (em mL) 135, 180, 240; indculo com células aclimatadas.
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Apesar de este processo ter proporcionado um crescimento celular
satisfatorio, tanto a queda da taxa especifica de crescimento celular (px), quanto do
fator de conversao de substrato em células (Yys) foram observados. Como
demonstrado na Figura 5.19, as alimentacOes proporcionaram o aumento da
concentracao de galactose, que atingiu em torno de 30 g/L, diante da alta
concentracao de galactose presente no hidrolisado algal utilizado para as
alimentagdes por pulsos. Sugere-se que este aumento tenha alterado a concentragao

reacional adequada para favorecer a produgao de células (que tange 20 g/L).

Desta forma, supde-se que tanto o aumento da concentracao de substrato
evidenciado quanto a carga de células, ainda que em condicOes aeradas,
desfavoreceram o metabolismo oxidativo e, consequentemente, diminuiram os
valores de px. Os resultados apresentados na Figura 5.20, reforcam esta suposicao,

ja que demonstram que houve producao de etanol durante o processo.

A mudanca metabdlica para a via fermentativa, ainda que em condicdes
aeradas, € descrita pelo efeito Cabtree por explicar que o aumento da concentracao
de substrato, além de causar repressao no metabolismo oxidativo, pode desvia-lo

parcialmente para a via fermentativa (REIS, 2009).

A Figura 5.20 também sugere, através da variacdo da concentracdo de
etanol, que ocorreu o consumo do etanol produzido pela levedura. Este efeito pode
ser explicado pela diauxia, que se relaciona ao consumo de dois tipos distintos de
substrato fazendo com que o crescimento celular ocorra em duas fases em uma
cultura aerdbia. A primeira fase € caracterizada por uma maior taxa especifica de
crescimento celular e um menor rendimento em biomassa, ao passo que na segunda,
que neste caso ocorreu a partir do consumo de etanol apds o esgotamento da
galactose, observa-se uma diminuigdo da taxa de crescimento e um aumento do
rendimento em biomassa. O efeito diduxico, explica, portanto, o aumento de Qy, a

cada batelada, ainda que tenha sido evidenciada a diminuigao de pyx (REIS, 2009).

Ainda que a producao de células pudesse ter sido mais eficiente, caso as
condicoes do processo fossem melhores controladas para nao reprimir o
metabolismo oxidativo, este resultado evidenciou a capacidade destas células de

exercerem o metabolismo fermentativo mesmo em condicdes contrarias, havendo a
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producao de 6,38 g/L de etanol (ndo considerando o acimulo do etanol produzido e
consumido previamente), simultanea a elevada taxa de conversao de HMF. Tais fatos

também ressaltam a alta atividade metabdlica das leveduras apos as bateladas.
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Figura 5.20 - Cinética da producao de células de S. cerevisiae conduzido por batelada
alimentada. Condigdes experimentais: hidrolisado algal com 8,17 g/L de HMF; temperatura,
30°C; agitacdo, 200 rpm, volume util, 400 mL; AlimentacOes realizadas por pulsos (em mL)
135, 180, 240; indculo com células aclimatadas.

Em estudos prévios no LADEBIO em que esta linhagem foi submetida a
condicdes de anaerobiose e propicias ao metabolismo fermentativo a partir do
hidrolisado de K. alvarezij, verificou-se que 2,5 g/L de HMF foi suficiente para
reprimir 0 metabolismo fermentativo (LOUREIRO, 2009). Entretanto, o meio foi
inoculado com células crescidas em meio definido, e em auséncia de HMF, nao

possibilitando a sua aclimatagao.
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Liu (2006) explica que a repressao metabdlica causada por compostos como
HMF e furfural em leveduras é decorrente dos cofatores NADH e NADPH serem
necessarios tanto para atividades de alcool desidrogenases, envolvidas na conversao
de inibidores em compostos com menor toxicidade, como também para o equilibrio

de reacdes metabdlicas também dependentes destes cofatores. Um dos efeitos

repressores para 0 metabolismo fermentativo, portanto, deve-se ao acumulo de
acetaldeido, causado pelo desvio dos cofatores necessarios para reducao deste

composto a etanol (Figura 5.21).

Ainda diante da andlise da Figura 5.21, pode-se intuir que a presenca de
diferentes tipos de compostos inibidores em um hidrolisado, como furfural e
hidroximetilfurfural, tende a aumentar a complexidade para tolerancia da linhagem
através do co-metabolismo, devido, principalmente, ao desequilibrio nos niveis de

cofatores consequente destas reacdes como mencionado anteriormente.

Desta forma, pode-se sugerir que a toleréncia evidenciada pode também ter
sido favorecida pelo hidrolisado algal, nestas condicdes de pré-tratamento,
apresentar exclusivamente HMF. Por conta disso, em trabalhos relacionados ao uso
da estratégia de aclimatacao de linhagens em hidrolisados hemiceluldsicos, oriundos
do pré-tratamento acido do bagaco, tém se observado maior complexidade para
potencializar a tolerancia das linhagens estudadas, de modo que sao constituidos de
acido acético (de maior toxicidade e presente em concentracdes elevadas), furfural e
compostos fendlicos, além do HMF (BETANCUR, 2010).

Em estudos como de Martin & Jonsson (2003) também é possivel ter uma
nocao mais aprofundada, ja que submetem diferentes tipos de linhagens de
leveduras a meios definidos com um mix de compostos inibidores. Este estudo ainda
ressalta a grande diferenca quanto a capacidade de tolerancia presente em

diferentes linhagens avaliadas.
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Figura 5.21 — Repressao metabdlica causada pela reducdo de compostos inibidores.
* FDM: 2,5-di-hidroximetilfurano. Fonte: Adaptado de LIU, 2006.

Os resultados obtidos neste trabalho sugeriram também que realizar a etapa
de crescimento celular a partir do hidrolisado algal e a etapa de aclimatacao podem
ter favorecido a conversao de HMF, ja que o metabolismo oxidativo favorece a
producao dos cofatores NADH e NADPH, que de acordo com Liu (2006) e Almeida et
al. (2009) é um ponto chave para a conversao de HMF para FDM, a forma ndo tdxica
para os microrganismos. Além disso, Modig et al. (2008) relata que a conducao por
batelada alimentada em estudos relacionados a bioconversdo de compostos
inibidores consiste em uma adaptacao a curto prazo (aclimatacdao), que proporciona
0 aumento da expressao de genes e de atividades de enzimas que potencializam o
metabolismo e regeneracao de NADH e NADPH, favorecendo o metabolismo Redox,
que resulta no aumento da taxa de conversdo de HMF e na tolerdncia a este

composto inibidor, como mostrado neste estudo.

Estes resultados mostraram-se animadores e sinalizam para estudos futuros
com a linhagem de levedura aclimatada e com altas taxas de conversao em

hidrolisados mais concentrados, visando favorecer o metabolismo fermentativo.
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Adicionalmente, foi demonstrada a importancia de se realizar a etapa de
propagacao celular também em hidrolisado algal, conferindo aclimatacao as células e
desta forma potencializando a sua tolerancia ao HMF, expressa na sua habilidade de
converter este composto furanico. Os resultados aqui relatados mostram que é
factivel produzir células de levedura a partir de hidrolisado de K. alvarezii sem
destoxificacao em presenca de 10 g/L de HMF, nao sendo ainda constatada a

concentragao maxima inibitdria para esta linhagem.

Diante dos diferentes tipos de estratégia que visam contrapor os efeitos
causados por compostos inibidores, esquematizados na Figura 5.22, tém sido
crescentes os estudos em torno do consumo de compostos inibidores em
hidrolisados oriundos de materiais lignoceluldsicos, sendo estudada a adaptacao da
linhagem em curto prazo, como mencionado previamente, e em longo prazo, que
envolve transferéncias sequenciais e selecao de resistentes ou manipulagdo genética
em torno da atividade de alcool desidrogenases e do fluxo dos cofatores NADH e
NADPH.

Moon & Liu (2012), através da manipulagao genética, observaram crescimento
celular ao submeter as leveduras mutantes a 3,78 g/L de HMF, comparando com
culturas nao manipuladas em que nao foi observado crescimento celular em meio
sintético. Sehnem et a/. (2013), em condigles de limitacao de oxigénio, reportaram
a conversao de 5 g/L de HMF em 30 horas ao submeter linhagens mutantes a meio

sintético contendo HMF.

Sendo assim, este presente trabalho foi pioneiro ao transpor a estratégia de
estimular e potencializar o consumo de HMF pela linhagem de levedura estudada,
para estudos com etanol 3G. Estratégia esta, possibilitada e favorecida pela baixa
especificidade de enzimas alcool desidrogenases, presentes na linhagem em estudo,
capazes de também reduzir compostos inibidores como HMF além de subtratos

especificos para sua atividade.

Desta forma, a diminuicdo da toxicidade do HMF através do co-metabolismo
mostrou-se promissora para o hidrolisado algal ja que, diferentemente do hidrolisado
lignoceluldsico, que é composto por diferentes tipos de inibidores, o hidrolisado da

carragenana possui predominantemente HMF. Ressalta-se também a influéncia
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exercida pela aclimatacao celular e pelo modo de conducao por batelada alimentada

para tolerancia a este composto.

Espera-se que o tempo de oito horas observado para reducao de 10 g/L de
HMF possa ser reduzido ao submeter as linhagens a estudos de toleréancia mediante
a concentragdes superiores de HMF, como também, de transferéncias sequenciais,
ao aumentar o inoculo nas etapas de aclimatacdo, ao melhor entender a influéncia
exercida pela aeracao, ao estudar estratégias que favorecam o fluxo de cofatores e

ao testar outros modos de conducao de bioprocessos como o continuo.

Estratégias
Destoxificagao Biorredugao

:
Tratamento alcalino Modo de fermentagaD
Adaptacdo em longo
ioni prazo
Troca ionica Adaptagao em curto praz}
Evaporagéo Engenharia genética

Figura 5.22 - Diferentes estratégias para superar efeitos inibitérios causados por
furaldeidos. Fonte: Adaptado de ALMEIDA et a/., 2009.

Adicao de
componentes

I

95



Scheliga CG Capitulo 6 — Conclusdes e Sugestdes

CAPITULO 6

CONCLUSOES E SUGESTOES

Baseando-se nos resultados obtidos na presente dissertacao de mestrado, pode-se

concluir que:

e Nas condicOes avaliadas de tempo e temperatura, a extracao aquosa da
carragenana foi mais eficiente que a alcalina. No entanto, a extracdao da
carragenana nao exerceu influéncia positiva para posterior hidrélise acida, que

justifique o custo para inclusao desta etapa;

e As condicOes ideais de hidrolise acida da carragenana para obtencdo de
galactose também proporcionam a formacdao de HMF, através da analise do

planejamento experimental Fatorial 2* completo;
e A maior eficiéncia de hidrdlise acida (84,14%) foi obtida na condicao: 0,8% de

acido sulfdrico; 120°C; 1 hora; relagdo S:L de 1:10 (g:mL), que resultou em
25,24 g/L de galactose e 8,86 g/L de HMF;
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e A condicao mais adequada para obtencao de altas concentracOes de galactose
consistiu em: 0,8% de acido sulfurico; 120°C; 1 hora; relacdo S:L de 1:2,5
(g:mL) ou 320,7 (g/L), que resultou em 87,4 g/L de galactose e 28,68 g/L de
HMF com uma eficiéncia de hidrdlise de 75,53%;

e A galactose resultante da lavagem da fracao sodlida, constituida de 42,28 g/L
de galactose e 15,46 g/L de HMF pode ser utilizada para producao de células,

diluindo-se 2x o lavado, sem necessidade de destoxificacao do mesmo;

e Nos ensaios em frascos, a etapa de aclimatacao exerceu influéncia positiva
para a tolerdancia da linhagem Saccharomyces cerevisiae CBS 1782 a

aproximadamente 8 g/L de HMF;

e Os resultados foram reproduzidos em escala de biorreator instrumentado, no
qual se observou em batelada simples a producao em torno de 4,0 g/L de
células em 40 horas de incubagdo e em batelada alimentada 7,33 g/L (8 g em
massa) em 96 h de processo;

e A batelada alimentada proporcionou uma adaptacao a curto prazo ao HMF,
sendo evidenciada o aumento de Qe de Quwr (1,334 g.L.h™) ao decorrer das
alimentagdes, em que foi evidenciado o consumo em 8 horas de 10 g/L de
HMF;

e A producdo de células foi afetada pela repressdao do metabolismo oxidativo
durante as alimentacOes e estimulo ao metabolismo fermentativo ainda que

€em aeracgao;

e Obteve-se 8 g de células aclimatadas e em alta atividade metabdlica mesmo
que em presenca de 10 g/L de HMF sendo sugestiva a capacidade de
consumo deste composto inibidor em metabolismo fermentativo ja que houve

producao de 6,38 g/L de etanol;

e Realizar o cultivo celular a partir do hidrolisado com composicao semelhante
ao utilizado na etapa fermentativa pode funcionar como estratégia de
aclimatacdo e proporcionar entendimento dos mecanismos de tolerancia da

linhagem em processos metabdlicos distintos;
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A estratégia de potencializar o consumo de HMF por linhagens tolerantes e
capazes de co-metabolizar este composto inibidor pode ser promissora para

estudos de viabilizacao do Etanol 3G;

O método de quantificacdo de HMF por espectrofotometria de UV
demonstrou-se simples, rapido com boa reprodutibilidade, mediante a analise

confirmatdria por CLAE;

SUGESTOES

Avaliar a concentracao letal de HMF para a linhagem Saccharomyces

cerevisiae CBS 1782;

Submeter as células aclimatadas a condicdes de fermentacdo para producao

de etanol a partir do hidrolisado algal;
Avaliar influéncia da aeragdo no consumo de HMF;

Aumentar o indculo nas etapas de aclimatacdo, com células mantidas em

hidrolisado agarizado contendo HMF;
Incluir novas etapas de aclimatagao;

Realizar estudo de adaptacdo em longo prazo com transferéncias sequenciais

e selecao de linhagens resistentes;

Avaliar condigdes metabdlicas e de composicdo do meio que possam favorecer
o fluxo de cofatores (NADH e NADPH);

Avaliar outros modos de conducao de bioprocessos como o continuo;

Incluir ensaios complementares de avaliacdo do método de quantificacdo de

HMF por espectrofotometria de UV;

Realizar estudos com microrganismos produtores de kgppa-carragenases (EC
3.2.1.83)
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