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RESUMO

Alta demanda de energia e mudancas climaticas globais tém gerado interesse dos
governantes mundiais para investir em pesquisas de fontes alternativas e renovaveis
de combustiveis. Nessa perspectiva, as macroalgas vém ganhando ampla atencao
por parte de pesquisadores do mundo inteiro como fonte alternativa renovavel de
biomassa para a producdo de bioetanol, o qual é denominado atualmente de
combustivel de “terceira geragao”. A utilizagdo das algas marinhas como matéria-
prima para producdo de bioetanol apresenta vantagens, tais como (1) nao
competicdo com a producdo de alimentos, (2) alto conteddo de carboidratos, (3)
baixo contetdo de lignina e (4) alta produtividade. O potencial da alga marinha
vermelha Hypnea musciformis em fornecer carboidratos fermentesciveis para a
producdo de bioetanol foi avaliado no presente trabalho. A alga foi obtida de cultivo
comercial, localizado na praia de Flecheiras, municipio de Trairi, Cear4 e apos
lavagem, secagem e trituracdo, 5 g foram adicionados a 100 mL de HCI (0,2; 0,5 e
1,0 M) em erlenmeyers, autoclavados a 121 °C (10, 20 e 30 min). Foi observada a
presenca de galactose (7,4 — 10,8 g.L™") e glucose (3,4 — 4,7 g.L™") em todos os
hidrolisados e a condicdo de hidrélise 0,5/20, apresentando uma concentracdo de
glicose + galactose de 14,8 g.L™, foi selecionada para os ensaios de fermentacéo
dos monossacarideos por Saccharomyces cerevisiae a 30°C. Os resultados
mostraram que a glicose e a galactose, foram consumidas simultaneamente, no
entanto esse consumo so foi iniciado apos 7 h de fermentacdo e apos 52 h, 82,5 %
da glicose e 72% da galactose tinham sido consumidas, com uma producdo maxima
de 5,3 g.L™ de bioetanol, representando uma eficiéncia fermentativa de 50% do
tedrico e evidenciando a habilidade da S. cerevisiae em fermentar a galactose
proveniente de matéria-prima algacea com um rendimento de 0,1 g de bioetanol/g
de alga seca. Observou-se, na condicdo de hidrolise selecionada, uma maior
velocidade especifica de consumo de substrato acompanhado da velocidade de
producdo de etanol. Os rendimentos de etanol baseados no consumo de substrato
(glucose + galactose) e biomassa foram 0,315 e 0,08 (g/g), respectivamente. As
produtividades de biomassa e etanol foram 0,008 g.L.h* e 0,100 g.L.h?,
respectivamente. Com os dados obtidos pode-se concluir que a alga marinha H.

musciformis se mostrou uma potencial fonte renovavel de biomassa para a producéo



de etanol. No entanto, sd0 necessarios mais estudos para otimizar o processo

produtivo de bioetanol a partir desses organismos.

Palavras-chave: alga, biocombustivel, hidrolise &cida, Hypnea musciformis, levedura



ABSTRACT

High energy demand and global climate changes have generated interest in world
leaders to invest in research on alternative and renewable fuels. In this perspective,
the macroalgae are gaining wide attention from researchers around the world as an
alternative source of renewable biomass for bioethanol production, which is currently
called fuel "third generation". The use of seaweed as a feedstock for bioethanol
production has advantages such as (1) no competition with food production, (2) high
carbohydrates content, (3) low lignin content and (4) high productivity. The potential
of the red seaweed Hypnea musciformis to provide fermentable carbohydrates for
bioethanol production was evaluated in this study. The algae was obtained from a
commercial cultivation, located on the Flecheiras beach, Trairi, Ceara and after
washing, drying and grinding 5 g were added to 100 mL HCI (0.2, 0.5 and 1.0 M) in
Erlenmeyer flasks, autoclaved at 121 °C (10, 20 and 30 min). It was observed the
presence of galactose (7.4 to 10.8 g.L™") and glucose (3.4 to 4.7 g.L™) in all
hydrolyzed and the hydrolysis condition 0.5/20, with a concentration of glucose +
galactose 14.8 g.L™, was selected for testing fermentation of monosaccharides by
Saccharomyces cerevisiae at 30 ° C. The results showed that glucose and galactose
were consumed simultaneously, however this consumption only started after 7 h of
fermentation and after 52 h, 82.5% of glucose and 72% galactose had been
consumed, with a maximum vyield of 5.3 g.L™* of ethanol, it represents a fermentation
efficiency of 50% theory and showing the ability of S. cerevisiae ferment galactose
from algal feedstock with a yield of 0.1 g ethanol/g dry seaweed. It was observed in
the hydrolysis condition selected, a higher specific rate of the substrate consumption
accompanied by the rate of ethanol production. The ethanol yields based on
consumption of substrates (glucose + galactose) and biomass were 0.315 and 0.08
(g/g) respectively. The biomass and ethanol productivity were 0.008 g.L*.h™ and
0.100 g.L™%.h™, respectively. With the date obtained it can be conclude that the red
seaweed H. musciformis showed be a potential renewable source of biomass for the
production of bioethanol. However, other studies are needed to optimize the

production process of bioethanol from these organisms.

Keywords: algae, biofuel, acid hydrolysis, Hypnea musciformis, yeast
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1. INTRODUCAO

1.1. Mudancas climéticas e a crise de energia

Atualmente, diversas discussdes referentes as mudancas climéticas tém sido
um dos alvos das pesquisas cientificas. Segundo estudos, verificou-se que, nas
Gltimas décadas, houve um significativo aumento da temperatura mundial,
fendmeno conhecido como aquecimento global, sendo a poluicdo do ar uma das
causas desse fen6meno.

No ano de 1997, realizou-se na cidade de Quioto, no Japdo, uma
Conferéncia, onde foi concretizado um documento denominado Protocolo de Quioto.
Nessa Conferéncia, critérios e normas foram estabelecidos para se reduzir os
Gases de Efeito Estufa pelos paises mais poluidores (LEITE, 2007; MIKHAILOVA;
BASTIANI, 2007). O Protocolo de Quioto tornou-se Tratado no ano de 2004,
entrando em vigor em 16 de fevereiro de 2005, cujo objetivo era obrigar os paises
industrializados a diminuir, durante o periodo de 2008 e 2012, a emissdo de gases
que vem agravando o efeito estufa, resultantes da queima de combustiveis fésseis,
para um nivel de 5,2% em relacéo aos niveis registrados no ano de 1990.

E desafiador para a sociedade do século XXI prevé a demanda para energia
de transporte, aquecimento, processos industriais e fornecimento de matéria-prima
para a industria de modo sustentavel. Uma preocupacao crescente para a
seguranca de provisdo de 6leo foi comprovada com o aumento do seu preco, o qual
aproximou-se de US$ 100,00 por barril, durante o ano de 2008 (ROCHA, 2010).
Contudo, a provisdo de energia futura deve ser cumprida com uma reducao
simultanea e significativa de emissdes de gases (MARTINS et al., 2002).

Alta demanda de energia e mudancas climéaticas globais tém gerado o
interesse dos governantes mundiais para investir em pesquisas de fontes

alternativas e renovaveis de combustiveis.

1.2. Biocombustiveis

Alta demanda de energia, mudancas climaticas globais, melhoria na

qualidade do ar das grandes cidades tém gerado o interesse dos governantes
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mundiais para investir e incentivar pesquisas de fontes alternativas e renovaveis de
combustiveis.

Biocombustiveis séo fontes de energia renovaveis e englobam uma grande
variedade de matérias-primas, tecnologias de conversdo e usos finais. Podem ser
liqguidos ou gasosos feitos a partir de plantas ou residuos, tais como, culturas
agricolas, residuos urbanos e agricolas ou subprodutos florestais (BALAT, 2009).

No aspecto ambiental, o uso de biocombustivel € vantajoso, pois nao contribui
para o acumulo de gases do efeito estufa e permite a reciclagem do gas carbdnico

na atmosfera.

1. 2. 1. Bicombustiveis de primeira geracao

Sao aqueles produzidos a partir de matéria-prima contendo acucar e amido.
Esses tipos de biocombustiveis, quando produzidos de grdos, como o milho, por
exemplo, impactam negativamente nos precos dos alimentos. Quando sédo gerados
de materiais com grande conteudo lipidico, comprometem a biodiversidade, pois 0
seu balanco de carbono e o balanco energético global sdo ineficientes, uma vez que
nao conseguem reduzir os gases de efeito estufa.

Os biocombustiveis de primeira geracdo baseiam-se em tecnologias de
conversdo ditas ineficazes, como fermentacdo a partir de leveduras ou

transesterificacao por catalisadores de base alcalina.

1. 2. 2. Biocombustiveis de segunda geracdo

S&o aqueles produzidos a partir de matéria-prima de residuos celulésicos.
Devido a abundéncia relativa desses residuos e seu baixo custo, fica excluso o
problema relacionado a producéo de alimentos versus produgdo de combustiveis. A
matéria-prima constituida de residuos celuldsicos possui um balanco de carbono
excelente, levando uma reducéo da emissdo de gas carbénico em até 90% quando
comparado aos combustiveis fosseis. Devido a isso, sdo considerados “combustiveis
limpos”, uma vez que reduzem, também, a emissdo de outros poluentes

importantes, como os 0xidos de nitrogénio e enxofre.
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1. 2. 3. Biocombustiveis de terceira geracao

Sao aqueles originados a partir de avancos feitos no aumento da producéo de
biomassa, ou seja, na propria fonte. Esses biocombustiveis baseiam-se em colheitas
de energias projetadas, onde a matéria-prima provém de avancados estudos nos
campos de procriacdo molecular, genémica e transgenia, gerando plantas com

excelentes propriedades para a conversao em bioprodutos.

1. 3. Etanol

A historia do alcool é datada de muitos séculos atrds. Muitos cientistas da
antiguidade j& tinham certo conhecimento da presenca de um ingrediente
combustivel no vinho. Apesar dessa suposi¢cdo, ndo ha relatos ou indicacdes que
esse ingrediente tenha sido separado por meio fermentado (SIQUEIRA, 1997).

A partir do fim do século XV, o processo de destilacdo de meios fermentados
tornou-se importante. A adicdo de 5% de etanol anidro (em volume) a gasolina
tornou-se obrigatéria desde a década de 1930.

Com a criacdo do Programa Nacional do Alcool (Proéalcool), pelo governo
brasileiro, no ano de 1975, a producao do etanol foi implantada em larga escala para
uso em motores a alcool. No decorrente ano, foi lancado o primeiro carro movido a
alcool e, com este feito, o teor de etanol na gasolina aumentou de 5 para uma faixa
de 20 a 25%. No fim dos anos 80, com a queda do preco do petréleo, a producéo de
etanol teve um aumento significativo, vindo a sofrer uma grande queda no fim dos
anos 90 e recuperando a sua crescente producéo a partir do ano de 2003 quando
foram langados os veiculos biocombustiveis (PIACENTE, 2006).

Recentemente, a demanda mundial por etanol combustivel tem se expandido
de forma muito rapida, e esta devera aumentar ainda mais no futuro préoximo,
principalmente nos paises mais desenvolvidos e de maior consumo de combustiveis
automotivos. Isto se deve a combinacdo dos seguintes fatores: substituicdo do
MTBE (Eter Metil Terc-Butilico) como aditivo da gasolina (para aumento da
octanagem do combustivel e como aditivo oxigenado) devido ao impacto ambiental
associado ao uso daquele produto; adogéo de estratégias para a reducéo/limitacdo

das emissdes dos gases precursores do efeito estufa, conforme demandado para
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alguns paises pelo Protocolo de Quioto; reducdo da dependéncia de derivados de
petr6leo na matriz energética; incentivos a agricultura e as induastrias locais
(PIACENTE, 2006).

Estima-se que a producédo de biocombustivel deva ultrapassar os 30 bilh6es
até ano de 2022 (Figura 1). Atualmente, o Brasil produz 25 bilhdes de etanol por ano
a partir da cana-de-acucar. O plantio dessa matéria-prima, realizado em terras
araveis de boa qualidade, devera ser expandido devido a crescente demanda

nacional e internacional de alcool (MAPA, 2010).

Figura 1 - Perspectiva da producdo de biocombustiveis.
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A producao de etanol no Brasil era realizada por batelada simples (processo
descontinuo), mas quando o Prodlcool foi implantado, as destilarias tiveram que ser
reestruturadas para processo de batelada alimentada, o qual apresentou-se eficiente
no quesito de conversao de agucar a alcool. Entretanto, a fermentacéo alcoolica, por
processo continuo, mostrou-se ser um processo bastante atrativo.

Processo Batelada simples: E um processo lento e que desperdica tempo na
preparacao do reator (MAIORELLA et al., 1981). Para esse processo prepara-se um
meio de cultura adequado a nutricdo e ao desenvolvimento do microrganismo e

também ao acumulo do produto desejado; coloca-se este meio de cultura em um
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biorreator; adiciona-se o microrganismo responsavel pelo processo biologico e se
aguarda que o processo ocorra. Apés um determinado tempo de fermentacéo, retira-
se o caldo fermentado do reator e executam-se as operagdes unitarias necessarias
para a recuperacdo do produto (SCHIMIDELL E FACCIOTTI, 2001). Além do menor
risco de contaminacgéo, este processo apresenta grande flexibilidade de operagéo
pela possibilidade de utilizacdo dos fermentadores para a fabricacdo de diferentes
produtos e por permitir uma melhor condicdo de controle com relagédo a estabilidade
genética do microrganismo (CARVALHO E SATO, 2001). Assim, 0 processo
batelada € sempre utilizado como base para as comparacbes de eficiéncias
atingidas com relacdo aos outros processos, mas a sua baixa eficiéncia estimula o
surgimento de formas alternativas (SCHIMIDELL E FACCIOTTI, 2001).

Processo Batelada alimentada: é considerado mais eficiente e versatil dentre
0os processos de fermentacdo; € também conhecido como Melle-Boinot. Esse
processo define-se como uma técnica em processos microbianos, onde um ou mais
nutrientes sdo adicionados ao fermentador, sob condi¢cdes controladas, durante o
cultivo e os produtos permanecem nesse fermentador até o final da fermentacdo. E
considerado um processo satisfatorio quanto a eficiéncia da conversdo de acgucar
em alcool (ZARPELON E ANDRIETTA, 1992; CARVALHO E SATO, 2001). Devido a
flexibilidade de utilizacdo de diferentes vazdes de enchimento de dornas com meio
nutriente, é possivel controlar a concentragcéo de substrato no fermentador, de modo
que, o0 metabolismo microbiano seja deslocado para uma determinada via
metabdlica, levando ao acumulo de um produto especifico (SCHIMIDELL et al.,
2001).

Processo Continuo: como o préprio nome ja diz, € um processo sem
interrupgdes. A alimentacdo do meio de cultura é continua a uma determinada vazéo
e o0 volume de reacdo € mantido constante. Esse processo pode ser dividido em trés
partes: (1) unidade de tratamento acido; (2) fermentadores e (3) unidade de
separacdo de células. As vantagens desse processo em relacdo aos outros
processos citados anteriormente estdo embasadas na otimizacdo das condi¢cfes de
processo para uma maior produtividade; periodo longo de produtividade continua;
maior produtividade volumétrica; maior uniformidade do produto; reducdo dos custos
laboratoriais uma vez alcancado o estado desejado; redugao do tempo de limpeza e

sanitizacdo das dornas e maior facilidade de controle automatico. A maior
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desvantagem € que as fermenta¢des continuas sdo mais propicias a contaminacao
bacteriana por longos prazos de exposicdo (CYSEWSKI e WILKIE, 1978;
FACCIOTTI, 2001).

Os novos projetos de fermentagéo que vém sendo desenvolvidos consideram
a cinética do processo e utilizam ferramentas mateméaticas e computacionais. Com
isto obtém-se processos que reduzem gastos com mao-de-obra; aumentam a
produtividade; reduzem o tempo ndo produtivo como, carga, descarga e limpeza e
reduzem a utilizagdo de insumos (TOSETTO, 2002).

1. 4. Biomassa

Os substratos comuns utilizados para a producdo de etanol sdo aclcar e
amido provenientes de cultivos agricolas, principalmente da cana-de-agucar e milho,
respectivamente. No entanto, essas matérias-primas ndo sao suficientes para suprir
a demanda internacional.

Nos ultimos anos, a busca por novas fontes de biomassas renovaveis para a
producdo de biocombustiveis se intensificou diante da grande producao de matéria-
prima alimenticia destinada a producéo de energia, gerando uma questédo polémica
frente a crescente demanda por alimentos. Além desse aspecto, ressalta-se a
ocupacdo de areas agricultaveis para a producao de biomassa destinada a producéo
de bioetanol e a vulnerabilidade desse processo relacionada as oscilacbes dos
custos da producdo do acucar podendo causar, em situacdes extremas, o
desabastecimento de biocombustivel no pais.

O bioetanol é o principal biocombustivel utilizado no mundo e seu uso & cada
vez mais difundido. Quase toda a sua producdo € feita pela fermentacdo de
carboidratos originados de beterraba, milho ou cana-de-acucar, o0s quais
representam fonte de alimento humano (KHAMBHATY et al., 2012).

1. 4. 1. Biomassa de material lignoceluldsico
Celulose, hemicelulose e lignina s&o o0s constituintes de materiais

lignocelulésicos. Esses componentes encontram-se complexamente associados 0s

quais definem a estrutura da parede celular da maioria dos vegetais. A composi¢cao
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desses componentes varia de acordo com a natureza do vegetal, Em geral, o maior
componente € a celulose (35-50%), seguido da hemicelulose (20-35%) e lignina
(10-25%). Outros componentes como proteinas, gorduras e cinzas fazem parte de
uma fracdo do material lignocelulésico (ROCHA, 2010). As grandes intera¢cfes entre
celulose, hemicelulose, lignina e a barreira natural de lignina (Figura 2) minimizam o

acesso das enzimas hidroliticas a fracédo de carboidrato (KESHWANI, 2009).

Figura 2 — Esquema da estrutura da parede celular da maioria dos vegetais.

Fonte: www.scidacreview.org

O principal componente da fibra vegetal é a celulose, um homopolissacarideo
linear constituido por unidades de D-glicose unidas por ligacbes B-1,4- glicosidica
(Figura 3), com grau de polimerizacdo que varia de 1000 até 50000 unidades,
dependendo da origem da planta (ROCHA, 2010). Na natureza, a celulose existe na
forma cristalina, sendo essa caracteristica uma barreira para sua hidrolise

enzimatica.

Figura 3 — Estrutura molecular da celulose.
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O segundo polissacarideo mais abundante na natureza é a hemicelulose, um
heteropolimero constituido de pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose,
galactose e manose) e acidos (acético, glicurénico e galacturénico) (SAHA, 2003).
Possui funcdo de reserva e de sustentacdo e o seu grau de polimerizacdo é
geralmente inferior a 200 unidades (TSAO, 1986). Diferentemente da estrutura da
celulose que é constante, a hemicelulose pode variar na composicdo e na sua
organizacdo estrutural. Devido a interacdo entre os diferentes acucares, a
hemicelulose apresenta baixa cristalinidade em relagdo a celulose sendo mais
facilmente hidrolisada (SAHA, 2003).

Em contraste com a celulose e a hemicelulose, a lignina € um polimero
complexo formado de compostos fendlicos, que sdo também chamados de
monolignais. As ligagBes aleatorias carbono-carbono entre os monolignoéis resultam
na formacéao de dimeros, trimeros e tetrameros que definem a estrutura complexa da
lignina (ROCHA, 2010). Essas ligacdes carbono-carbono sdo responsaveis pela
grande dificuldade de romper a cadeia de lignina.

Encontram-se ainda, nos materiais lignocelulésicos, compostos extrativos
(gorduras, gomas, alcaloides, resinas e 6leos essenciais e outros constituintes do
citoplasma) e os compostos ndo extrativos (silica, carbonato e oxalato) os quais
conferem caracteristicas como cor, sabor, resisténcia ao apodrecimento e
propriedades abrasivas.

A associacdo das fracdes constituintes dos lignoceluldsicos confere a estes,
grande resisténcia ao ataque de agentes quimicos, enzimaticos ou microbianos.
Desta forma, € necesséaria a separacdo seletiva de cada uma das fragbes por
técnicas de pré-tratamento, hidrélise e deslignificacdo para que estas sejam
aproveitadas (ROCHA, 2010).

1. 4. 2. Biomassa algdcea como matéria-prima para bioetanol

O desenvolvimento de combustiveis a partir de biomassa continua crescendo
em ritmo acelerado. Os biocombustiveis de primeira geracdo com base em culturas
alimentares levantam questdes éticas e morais, uma vez que ha pessoas ao redor
do mundo que ainda sofrem de desnutricdo e fome (KARUNAKARAN E

GURUSAMY, 2011). Nesse contexto, micro e macroalgas tém sido investigadas por
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pesquisadores do mundo inteiro como potenciais fontes alternativas e renovaveis de
biomassa para a produgcdo de bioetanol, o qual é denominado “combustivel de
terceira geracao” (NIGAM E SINGH, 2010). Certas espécies de algas possuem a
capacidade de produzir altos niveis de carboidratos em vez de lipideos como
polimeros de reserva. As macroalgas podem ser cultivadas em cordas. Como a
eficiéncia fotossintética das algas € maior do que as das plantas terrestres, em
meédia 6-8% e 1,8-2,2% respectivamente, essas sao capazes de acumular biomassa
em taxas mais rapidas (KARUNAKARAN E GURUSAMY, 2011).

As algas marinhas sdo matérias-primas promissoras para a producdo de
bioetanol devido a sua taxa de crescimento rapida e a sua grande producdo de
biomassa, com produtividade superior a muitas plantas terrestres, além de
apresentar vantagens, tais como: ndo competitividade com fontes alimentares;
apresentam alto conteddo de acUcar, apresentam baixo conteddo de lignina e
possuem alta produtividade (MEINITA E HONG, 2012).

O elevado rendimento em biomassa das macroalgas esta atribuido a sua
menor exigéncia de energia para producdo de tecidos de suporte comparado as
plantas terrestres. Além disso, possuem a capacidade de absorver nutrientes ao
longo de toda a sua area de superficie e ndo necessitam de energia para o
transporte de nutrientes internos. Muitas espécies de algas exibem uma maior
produtividade em massa (13,1 Kg de peso seco.m™) ao longo de um periodo de sete
meses, quando comparadas as plantas terrestres que produzem 0,5 - 4,4 Kg de
peso seco.m™ em um periodo de um ano (BORINES et al., 2011).

As macroalgas sdo divididas em trés principais grupos com base em seus
pigmentos fotossintéticos: Chlorophyta. Rhodophyta e Phaeophyta que séo as algas
verdes, vermelhas e pardas, respectivamente. Os pigmentos das algas séo clorofilas
a e b. O principal produto fotossintético em algas verdes € o amido e as camadas
externa e interna da sua parede celular sdo constituidas de pectina e celulose,
respectivamente (TRONO JR E GANZON-FORTES, 1988). O pigmento das algas
vermelhas € r-ficoeritrina e sua parede celular contém pequenas quantidades de
celulose, enquanto a maioria é formada por um polimero gelatinoso ou amorfo de
galactana sulfatada, tais como agar, carragenana, funorana, etc. J4 a coloragéo das
algas pardas é devido a predominancia do pigmento xantofila (fucoxantina) e sua
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parede celular é composta de acido alginico, celulose e outros polissacarideos
(BORINES et al., 2011).

Além da alta produtividade em biomassa, as algas tém outras caracteristicas
benéficas quando comparadas as plantas terrestres. A mais notavel dessas
caracteristicas é a auséncia de materiais lignocelulésicos na parede celular das
algas, tornando-se, portanto, necessaria a remocao desses materiais somente em
plantas terrestres. A estrutura das algas é, geralmente, muito mais uniforme e
consistente comparada com a das plantas terrestres, porque as algas apresentam
auséncia de partes funcionais especificas, tais como raizes e folhas
(KARUNAKARAN E GURUSAMY, 2011).

As algas marinhas possuem altos niveis de compostos hidrocoloides, tais
como agar, carragenana e alginato (MEINITA E HONG, 2012). Um hidrocoloide,
também conhecido como molécula, € uma substancia ndo cristalina de estrutura
muito grande que se dissolve em agua formando uma solucéo viscosa.

As algas marinhas vermelhas (Rodoficeas) sdo consideradas como a fonte
mais importante de muitos metabdlitos biologicamente ativos, em comparagdo com
as outras classes de algas (GAMAL et al., 2010) e biossintetizam moléculas de alta
massa molecular, na sua maioria polissacarideos contendo galactose (galactanas) e
denominados ficocolbides, que desempenham funcbes tecnoldgicas importantes
para diferentes industrias como farmacéutica, quimica, alimenticia, etc. (VAN DE
VELDE et al., 2002).

As rodoficeas estdo agrupadas em duas categorias: as Agarofitas, que sao as
algas vermelhas que contém agar e as Carragedfitas, que sdo as algas vermelhas
gue contém carragenana. Esses compostos sdo amplamente empregados nas
industrias alimenticias (fabricacdo de gelatinas, queijo, enlatados, doces e outros);
farmacéutica (laxativo, emulsificante e estabilizante para medicamentos); em
pesquisas laboratoriais (meio de cultura para plantas e microrganismos diversos, e
como meio de inclusdo para cortes histologicos). Possuem também varias outras
aplicacoes, como na fabricacdo de moldes dentarios, produtos cosméticos e papel.

O agar e a carragenana sao galactanas extraidas de diversos géneros e
espécies de algas marinhas vermelha da classe Rodophyta. Os principais géneros
utilizados comercialmente para extracdo dessas galactanas sao Gelidium,

Pterocladia, Gracilaria, Gigartina, Hypnea, Euchema, Chondrus e Iridacea. O teor
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desses polissacarideos varia com as condicbes do mar (temperatura da agua,
concentracdo de gas carbonico, intensidade de radiacdo solar) e com o ciclo de vida
desses organismos.

Segundo Meinita e Hong (2012), as carragenanas tornaram-se 0 nome
genérico para denominar os polissacarideos extraidos de algas marinhas vermelhas
0S quais contém galactanas sulfatadas com interacdes alternadas consistindo de

a(1-4)-3,6-anidro-D-galactose e B(1-3)-D-galactose (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura bésica da carragenana com unidades D-alternantes.
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Segundo Van de Velde et al. (2002); FURTADO (2004), a extracdo e
comercializacdo, a nivel mundial, de carragenanas chegaram a movimentar cerca de
US$ 310 milhdes no ano de 2000 com um crescimento anual de 3 a 4%. As
carragenanas mais comercializadas sé@o « (kappa), 1 (iota) e A (lambda). A diferenca
estrutural entre a k, 1 € A-carragenana estd na quantidade e posicionamento de
grupos sulfatos que esterificam os carbonos das unidades A e B da cadeia principal
(Figura 5), de modo que a x-carragenana possui 1 (C-4 da unidade A), a -
carragenana 2 (C-4 da unidade A e C-2 da unidade B) e a A-carragenana 3 (C-2 da

unidade A e nos C-2 e 6 da unidade B) grupos sulfato (HOLANDA, 2007).

Figura 5 — Estruturas das carragenanas comerciais: (a) x-carragenana, (b) 1-

carragenana e (c) A-carragenana.
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1. 5. Alga marinha vermelha Hypnea musciformis

O género Hypnea (Gigartinales, Rhodophyta) inclui cerca de 50 espécies
distribuidas em regides de aguas quentes (MASUDA et al. 1997). Para o Brasil, sdo
citadas seis espécies desse género: H. cenomyce J. Agardh; H. cornuta J. V.
Lamour.; H. musciformis (Wulfen in Jacqu.) J. V. Lamour.; H. nigrescens Greville ex
J. Agardh; H. spinella (C. Agardh) Kuetzing; e H. valentiae (Turner) Montagne
(SCHENKMAN 1986, NUNES 2005).

Dentre as espécies desse género, encontra-se a H. musciformis e segundo
Nunes (2005), a referida espécie possui ampla distribuicdo geografica ao longo do
litoral brasileiro, ocorrendo desde o litoral do Rio Grande do Sul até o litoral do
Maranh&o, podendo ser encontradas em areas de infra e meso litoral, em rochas ou
como epifitas sobre outras espécies de algas. E uma espécie que suporta grandes
variacbes ambientais, apresentando tolerancia a temperatura — 18 a 30 °C e
salinidade — 20 a 50 ppt. (YOKOYA E OLIVEIRA 1992 a,b).

Género: Hypnea

Espécie: Hypnea musciformis

Fonte: algaebase

As algas marinhas do género Hypnea possuem grande importancia
econbmica e devido a esse fato, diversos estudos, laboratoriais e em campo, foram
realizados a fim de estabelecer as melhores condi¢cfes bioquimicas, fisioldgicas e de
cultivo para as espécies de algas desse género. Estudos com a espécie de H.
musciformis foram realizados, em laboratério e no mar, para verificar as influéncias
de nitrogénio e fosforo, da profundidade e da sazonalidade no crescimento e no
conteldo de carragenana presente na referida espécie de alga (SCHENKMAN,

1980). Relacao entre o crescimento e os efeitos do nitrato, sazonalidade e oscilagéo
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de temperatura para a referida espécie de alga foram investigados por Berchez e
Oliveira (1989). Reis et al. (2003) realizando estudos com a mesma espécie de alga
avaliaram os efeitos dos fatores biéticos no crescimento da referida alga.

Alga marinha vermelha H. musciformis € um importante recurso marinho
possuindo como constituinte preponderante da parede celular a k-carragenana
(STANLEY, 1987), um polissacarideo sulfatado muito utilizado nas industrias
alimenticia e farmacéutica como agente gelificante, espessante e estabilizante.

Estudos com «k-carragenana extraido de H. musciformis mostraram que esse
polissacarideo apresenta atividades antivirais (Neushul, 1990). Nagano et al (2002)
mostraram que lectinas extraidas de H. musciformis apresentaram atividades pré e
anti-inflamatérios. Macroalgas do género Hypnea também foram investigadas para a
producéo de bioetanol como biocombustivel de fonte renovavel (KARUNAKARAN e
GURUSAMY, 2001).

Estudos para a producdo de bioetanol a partir de outras espécies e géneros
de macroalgas ainda encontram-se em grande fase de desenvolvimento. Adams e
Gallagher (2009) investigaram a macroalga Saccharina latissima para a producao de
bioetanol utilizando pré-tratamentos variaveis. A producdo de bioetanol usando a
macroalga Euchema cottonii foi realizada por Candra et al. (2011). A macroalga
vermelha Kappaphycus alvarezii como uma fonte de bioetanol foi utilizada nos
estudos de Kambhaty et al. (2012). Ge et al. (2011) produziram etanol a partir de
residuos da alga marinha parda Laminaria japonica provenientes da industria de
extragcdo de alginato.

A crescente demanda do mercado nacional de ficocolbéides € suprida pela
importacdo de macroalgas, pela colheita em bancos naturais ou de algas arribadas
(OLIVEIRA, 1998; FURTADO, 1999). Em comunidades do litoral do nordeste
brasileiro, projetos estdo sendo desenvolvidos a fim de orienta-las para o uso
racional desse recurso marinho, substituindo a atividade extrativista pela sustentavel
— maricultura (CARVALHO FILHO, 2004; MIRANDA et al., 2004).

O cultivo de algas marinhas no litoral brasileiro vem sendo desenvolvido na
busca de suprir a grande demanda da industria de carragenana. Um exemplo disso
€ o desenvolvimento de um método de cultivo e colheita da alga marinha vermelha
exotica Kapppahycus alvarezii pela Empresa Produtora de Carragenana (Sete

Ondas Biomar), no estado do Rio de Janeiro. Essa espécie tem apresentado uma
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grande fonte potencial de matéria-prima para a producdo de produtos tanto de altos
valores agregados (Quimica fina) quanto os de baixos valores agregados
(biocombustiveis), isso se deve aos seus altos contetidos de carragenanas e baixos
conteudos de celulose na sua parede celular. Além disso, essa macroalga apresenta
uma elevada taxa de crescimento por hectare comparada com a da biomassa
terrestre (HARGREAVES et al., 2013). Apesar da Instrugdo Normativa do IBAMA, n°
185, que permite o cultivo comercial desta espécie entre a Baia de Sepetiba (RJ) e
na llha Bela (SP), ainda existem questionamentos sobre o impacto ambiental
ocasionado pelo cultivo de algas exoéticas no litoral brasileiro.

1. 6. Pré-tratamento de matéria-prima para producéo de etanol

A producdo de biocombustiveis envolve a fermentacdo de acuUcares por
microrganismos para produzir etanol. Como muitos acucares nao estao livremente
disponiveis, mas formam parte dos carboidratos estruturais e de armazenamento ha
exigéncias por tratamentos, tais como: alteracdo na temperatura, pH e adicao de
enzimas para hidrolise prévia dos acucares antes da fermentacdo (Adam et al.,
2009).

O objetivo do pré-tratamento da matéria-prima para a producdo de
biocombustiveis € a reducdo da cristalinidade da celulose e solubilizacdo das
estruturas recalcitrantes da parede do vegetal. Diante disso, para que o processo de
obtencdo de etanol seja um processo economicamente viavel, torna-se necessaria
uma selecao rigorosa do tipo de pré-tratamento a ser aplicado, uma vez que esta
etapa ir4 influenciar diretamente sobre os rendimentos de glicose durante a hidrolise
enzimatica do material (ROCHA, 2010). Um eficiente pré-tratamento minimizara os
custos envolvidos na aquisicdo de enzimas, viabilizando o processo (ALZATE E
TORO, 2006; HAHN-HAGERDAL et al., 2006).

O pré-tratamento propriamente dito deve ser muito eficiente em termos de
rendimento, seletividade, funcionalidade (garantindo acessibilidade da celulose aos
agentes hidroliticos), simplicidade operacional, seguranca e higiene industrial e
atributos ambientais, levando assim a reduzidos consumos de insumos quimicos e
energia (ROCHA, 2010).
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A figura 6 representa o esquema da acdo do pré-tratamento aplicado a um
material lignocelulésico. H4 uma desorganizacdo na estrutura da biomassa

celulésica, beneficiando a acdo das enzimas ou acidos.

Figura 6 — Representacdo da acdo do pré-tratamento aplicado a um material

lignoceluldsico.
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Fonte: (Moiser et al., 2005)

Atualmente, buscas por processos eficientes de hidrélise da biomassa de
acucares fermentesciveis para a producédo de etanol tém sido investigadas. Varios
métodos de pré-tratamentos de biomassa tém sido estudados e que podem ser
mecanicos, fisicos, quimicos, biolégicos ou combinados.

O pré-tratamento mecéanico da matéria-prima consiste na limpeza e na
desorganizacdo do material, a fim de causar a destruicdo da sua estrutura celular e
torna-la mais acessiveis aos posteriores tratamentos quimicos, fisicos ou biolégicos
(SILVA, 2010).

Explosdo a vapor € um tipo de pré-tratamento fisico sendo utilizado para
hidrolisar materiais lignocelulosicos. A biomassa é triturada e submetida ao vapor de
alta pressao e alta temperatura (160 — 240 °C) por 20 minutos. Retirando-se a
presséo do sistema ocorre uma mudanca brusca na temperatura com a finalidade de
causar uma ruptura nas ligacdes dos constituintes da parede celular dos vegetais
(celulose, hemicelulose e lignina). Para aumentar a eficiéncia do tratamento e
recuperacdo da hemicelulose pode-se adicionar SO, ao sistema (TENGBORD et al.,
2001).

Termo-Hidrélise é também um pré-tratamento fisico em que assemelha-se ao
tratamento de explosdo a vapor. Enquanto na explosdo a vapor utiliza-se vapor, no

termo-hidrélise € utilizada agua quente pressurizada. Uma maior inje¢cdo de agua
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aumenta a solubilizacdo do sistema. O grande consumo de agua para a producéo
dos hidrolisados torna esse pré-tratamento desvantajoso.

O pré-tratamento quimico &acido-diluido tem por finalidade solubilizar a
hemicelulose dos materiais celulésicos e lignocelulésicos minimizando os custos
com a utilizacdo de hemicelulases, além de promover a liberacdo de parte da glicose
presente na cadeia de celulose. E importante ressaltar a importancia das variaveis
mais influentes nesse tipo de tratamento para atingir uma condicdo 6tima no que diz
respeito a concentracdo do acido, concentracdo do sélido e o tempo de pré-
tratamento. Os reagentes acidos mais utilizados sao os acidos sulfuricos, cloridrico e
nitrico (diluidos ou concentrados). Variacbes na temperatura podem ocasionar
diferenciacbes nesse processo. A correcdo do pH faz-se necesséaria antes da
hidrélise e fermentacao.

Outro tipo de pré-tratamento quimico é o tratamento alcalino e seu uso
baseia-se na solubilizacdo da lignina dos lignoceluldsicos, entretanto a utilizacdo de
alcalis como o hidroxido de sédio e outras bases apresentam desvantagens para
aplicacdo em potencial (ROCHA, 2010). Utilizando hidroxido de calcio, nesse
processo, tem-se a elevagéao do pH o qual promove a solubilizagéo da lignina, sendo
assim, uma alternativa de baixo custo. Esse tratamento pode ser realizado numa
ampla faixa de temperatura entre 25 — 130 °C, durante horas ou até dias.
Dependendo da temperatura de trabalho, esse pré-tratamento remove
aproximadamente 33% da lignina (Rocha, 2010). Esse nivel de remocao de lignina
em materiais que apresentam baixo conteudo de lignina (gramas, algas) proporciona
elevada digestibilidade durante a hidrélise enzimatica.

Segundo Rocha (2010), outra importante funcdo dos alcalis apds o pre-
tratamento dos lignocelulosicos € a possibilidade de remocé&o de inibidores formados
da degradacdo dos acUcares. Estes subprodutos incluem &cidos alifaticos,
furaldeidos e compostos fendlicos (furfural e hidroximetilfurfural) que estdo contidos
no hidrolisado que posteriormente inibiriam o crescimento microbiano e a formagéo
de etanol durante a fermentacéo.

O pré-tratamento biolégico resulta em parcial deslignificacdo da lignocelulose
usando microrganismos semelhantes a fungos e bactérias para degradar a lignina.
Durante o processo, estes microrganismos secretam enzimas extracelulares como

peroxidases e lacases que ajudam a remover uma quantidade consideravel de
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lignina da biomassa. O pré-tratamento biolégico também pode ser usado combinado
com outros processos. Este pré-tratamento é bem menos severo ndo requerendo
acidos, altas temperaturas e nem grandes tempos (36 horas) (SILVA, 2010).

O pré-tratamento organosolvente consiste na mistura aquosa de solvente
organico com catalisador acido (HCI ou H,SO,4), essa mistura tem a funcdo de
quebrar a estrutura da lignina e hemicelulose. Os solventes organicos mais usados
sdo: metanol, etanol, acetona, etileno, glicerol, entre outros. Para reduzir os custos
esses solventes devem ser drenados do reator, evaporados, condensados e
reciclados. Essa remocédo se faz necesséria, pois os mesmos podem ser inibitérios
ao crescimento dos microrganismos na posterior fermentacao (SILVA, 2010).

AFEX (Ammonia Fiber Explosion) é um pré-tratamento combinado onde utiliza
amoOnia para promover uma maior exposicdo da celulose pela modificacdo da
lignina, o qual facilta o ataque enzimatico. Além disso, a amdnia pode ser
recuperada e reciclada devido a sua elevada volatilidade. Uma desvantagem desse
processo esta relacionada ao elevado custo da amonia.

O pré-tratamento explosdo de CO, assemelha-se ao AFEX, diferindo na
utilizacéo do fluido. Enquanto o pré-tratamento AFEX utiliza ambnia para promover a
exposicao da celulose, a explosdo de CO; utiliza o CO, ocorrendo a formacéo de
acidos e ocasionando a hidrélise da celulose. O ponto positivo desse processo é o

baixo custo comparado ao AFEX.

1. 7. Hidrolise de matéria-prima para a producdo de biocombustivel

O bioetanol vem sendo produzido pela hidrélise e fermentacdo de materiais
lignoceluldsicos desde o fim do século XIX, mas somente nos ultimos 20 anos essa
tecnologia tem sido proposta para atender o mercado de combustiveis.

As tecnologias para a obtencdo de bioetanol com base em materiais
lignocelulésicos envolvem a hidrélise dos polissacarideos da biomassa em acucares
fermentesciveis e sua posterior fermentacdo para a producdo do bioetanol. Para
executar essa tarefa, a hidrdlise utiliza tecnologias complexas e multifasicas, com
base no uso de rotas acidas e/ou enziméticas para a separacdo dos agucares e
remocdo da lignina. Uma configuracdo genérica e simplificada do processo é
apresentada na Figura 7 (BNDES; CGEE, 2008).
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Figura 7 — Esquema do processo de producdo de etanol por meio da hidrolise da

Producdo
de enzima
Biomassa Preparo "{:r_lr”lf“' Hidrlis Fermentacdo Destilacio =
| hemicelulose celulosi o _ 1‘ ]
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¥ Turbina a vapor

biomassa.

Fonte: BNDES; CGEE, 2008

1. 7. 1. Hidrdlise da biomassa

Ha& basicamente trés técnicas empregadas para a obtencdo de acUcares
fermentesciveis para a producdo de etanol, tais como: hidrolise com &cido
concentrado, hidrolise com acido diluido e hidrdlise enzimética. A Tabela 1
apresenta uma comparacao entre as condi¢cdes e o desempenho dos trés processos

béasicos de hidrdlise.

Tabela 1 — Esquema comparativo entre as condicdes e o desempenho dos trés

processos basicos de hidrélise.

Processo Insumos Temperatura | Tempo | Sacarificacdo
Acido diluido < 1% H,S0, 215°C 3 min 50-70%
Acido concentrado | 30-70% H,SO, 40 °C 2-6 h 90%
Enzimético Celulase 70°C 1,5 dia 75-95%

1.7.1. 1. Hidrélise com acido concentrado

Esse processo envolve a hidrélise da hemicelulose. Solugbes aquosas de
acidos fortes (sulfurico, cloridrico e fosférico) atuam na quebra da celulose e da
hemicelulose presentes na biomassa, em baixas temperaturas.

Tipicamente, a fracdo de hemicelulose é hidrolisada mais rapidamente que a
fracdo de celulose, e os monossacarideos liberados da hemicelulose sdo expostos
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no meio reacional por muito tempo, o que leva a degradacdo e perda desses
acucares. A recuperacdo do acido usado no processo é essencial por razdes

econdmicas e devido a problemas ambientais (RABELO, 2010).

1. 7. 1. 2. Hidrdélise com &cido diluido

A celulose e a hemicelulose séo hidrolisadas separadamente. A hemicelulose
hidrolisada pode ser removida apds o primeiro passo da hidrélise. Desta forma, as
condicdes de hidrdlise tanto para a hemicelulose quanto para a celulose podem ser
otimizadas. Porém, devido as altas temperaturas aplicadas no segundo passo
(aproximadamente 200°C), uma quantidade consideravel de acucares e lignina
soluvel é degradada, levando a uma inibicdo durante o processo de fermentacéo
(RABELO, 2010).

1. 7. 1. 3. Hidrdlise enziméatica

Nesse processo, a biomassa é pré-tratada a fim de favorecer o ataque da
enzima utilizada. Inicialmente, a hemicelulose é hidrolisada em um processo similar
ao que ocorre na hidrélise com acido diluido. Ja na etapa da hidrélise, propriamente
dita, as enzimas (celulases) promovem a quebra da celulose. Como as condi¢des
sdo mais brandas, a quantidade de subprodutos liberada € menor e isso acarreta um
alto rendimento de acUcares fermentesciveis. Para uma maior conversdo da
celulose, faz-se necessaria altas concentracdes de enzima aumentando o custo da

producao.

1. 8. Fermentacéo

No aspecto bioquimico, a fermentacdo alcoodlica é realizada por leveduras e
outros microrganismos que fermentam a glicose para etanol e CO,. A glicose é
convertida a piruvato pela glicolise e o piruvato € convertido em etanol e CO, em um
processo de duas etapas. Na primeira etapa, o piruvato é descarboxilado em uma
reacdo irreversivel catalisada pela enzima piruvato descarboxilase. Esta reacdo é

uma descarboxilagcdo simples e ndo envolvem a oxidacdo do piruvato. A enzima
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descarboxilase piruvato requer Mg?* e tem como coenzima pirofosfato de tiamina.
Na segunda etapa, o acetaldeido é reduzido a etanol através da acdo da enzima
alcool desidrogenase, com o poder redutor fornecidos pelo NADH derivados da
desidrogenacéo do gliceraldeido 3-fosfato (ROCHA, 2010).

Figura 8 — Via da fermentacéo alcoolica, onde a glicose € convertida a piruvato e

este convertido a etanol e CO..

2NAD 2 ADP + 2P

2 NADH, 2ATP

' Acido piravico " Acido piravico
(3C) 7 (3C)

Fermentacao
Co, Alcodlica co,

Etanol Etanol
(C,H,OH) (C.,H.OH)

Fonte: www.sobiologia.com

Segundo Tosetto (2002), as leveduras sao organismos eucariéticos e formam
uma das classes mais importantes dos fungos. As células de Saccharomyces
cerevisiae apresentam-se normalmente na forma unicelular e com 2 a 8 micrémetros
de diametro. Estas se reproduzem basicamente por brotamento, onde a célula mae,
apos um periodo de unido entre os citoplasmas, da origem a uma nova célula.

A levedura realiza a fermentacdo do acucar objetivando obter energia
necessaria para a sua sobrevivéncia, resultando, desse processo metabdlico, um
subproduto, o etanol. Pesquisadores tém buscado novas técnicas para aumentar a
eficiéncia das leveduras na producao do etanol.

Durante o pré-tratamento empregado na hidrélise, ha formacado de uma série
de compostos que podem atuar como interferentes tanto no processo de hidrélise
quanto no processo de fermentagdo. Esses compostos e suas concentragdes nos
hidrolisados véo depender do tipo de matéria-prima e das condigbes empregadas no

pré-tratamento. Os inibidores potenciais da fermentacdo encontram-se agrupados



34

em trés categorias que sdo (1) os derivados fendlicos; (2) os acidos organicos
fracos, como o acido aceético e (3) os derivados furanicos que séo o Furfural e o 5-
Hidroximetilfurfural - HMF (SANTOS E GOUVEIA, 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O presente trabalho objetivou avaliar o potencial fermentativo dos
polissacarideos da macroalga marinha vermelha Hypnea musciformis visando a

producado de bioetanol.

2. 2. Especificos

v Realizar hidrélise da alga marinha vermelha H. musciformis em condi¢Ges
acidas;

v Determinar o rendimento de hidrdlise acida;

v' Determinar a composicdo monossacaridica dos hidrolisados da alga H.
musciformis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

v' Determinar o teor de acUcares redutores dos hidrolisados da alga H.
musciformis;

v" Avaliar o potencial fermentescivel dos hidrolisados da alga H. musciformis;

v Produzir etanol a partir dos hidrolisados da alga H. musciformis por

Saccharomyces cerevisiae.



36

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta das algas marinhas

As algas marinhas vermelhas da espécie H. musciformis (Wulfen) J. V
Lamouroux (Rhodophyta, Gigartinales, Hypneacea) foram colhidas em cordas de
cultivo localizadas a aproximadamente 200 metros da costa, na praia de Flecheiras
(03°13°06°'S - 39°16°47"W), municipio de Trairi, estado do Ceard, Brasil. A coleta
foi realizada com ajuda de um membro da Associacdo de Produtores de Algas de
Flecheiras e Guajiru (APAFG), a qual mantém parceria com o Laboratério de
Carboidratos e Lectinas (CARBOLEC) do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, da Universidade Federal do Ceara.

Apés coletadas, as algas foram lavadas, secas ao sol e transportadas ao

laboratorio, onde foram trituradas com auxilio de liquidificador.

Figura 9 — Localizacao da area de cultivo de algas, praia de Flecheiras — Ceara —
Brasil.
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3.2. Analise centesimal da alga H. musciformis

3. 2. 1. Umidade

O teor de umidade foi determinado em estufa a 105 °C por 24h. Sendo
calculado pela diferenca entre os pesos inicial e final das amostras, valor expresso
em percentagem (NAGAKURA, 1972).

3. 2. 2. Proteinas totais

Para determinacdo da proteina total a analise foi realizada através do método
semi-micro Kjeldahl (PEARSON, 1973), utilizando-se o fator de 6,25 para conversdo
do nitrogénio total em proteina bruta.

3. 2. 3. Lipideos totais

O teor de lipideos foi quantificado pelo método de Soxhlet, por um periodo de
quatro horas, utilizando etanol como solvente de extracdo. Para o calculo do teor de

lipideos totais foi baseado na equacao 01.

Reboiler com amostra — Reboiler seco 01
Lipideos totais = &) @ x 100 (01)
Peso da amostra (g)

3. 2. 4. Cinzas totais

A determinacdo de cinzas corresponde ao teor de minerais contidos na
amostra. 0,5 g de alga seca foi colocada em estufa a 60 °C por 24 h. As amostras
foram pesadas em cadinhos de porcelana seco, limpos e em seguida armazenadas
em dessecador. Em seguida, as amostras foram incineradas em mufla a 550 °C por
4 h.
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3. 2. 5. Carboidratos totais

O conteudo de carboidratos totais foi determinado por diferenca entre,

somando-se os teores de umidade, proteinas totais, lipideos totais e cinzas totais.

3. 2. 6. Celulose

De acordo com o que foi descrito por Ge et al. (2011), o contetdo de celulose
foi determinado através de duas etapas de hidrolise acida. A primeira etapa foi
realizada a 4 °C por 120 min contendo 3 mL de H,SO, (72%) em 0,3g de alga seca.
Apods esse tempo, adicionou-se 84 mL de deionizada e a segunda etapa foi realizada
a 121 °C por 60 min. A solucao foi filtrada, e o hidrolisado liquido foi analisado, por
CLAE, para o seu conteudo monossacaridico. O célculo para o teor de celulose foi

baseado na equacéo 02.

Concentracio de glucose x 0,087 (02)
0,9

g/celulose =

3. 3. Hidrdlise acida da alga H. musciformis

Pesou-se 5 g da alga seca de H. musciformis em balanca analitica modelo
AND — HR - 200 (max 210 g; d = 0,1 mg), os quais foram colocados em erlenmeyer
de 250 mL. Em seguida, foram adicionados 100 mL de HCI nas concentracbes de
0,0; 0,2; 0,5 e 1,0 M. As solucdes foram autoclavadas a temperatura de 121 °C por
10, 20 e 30 minutos (Figura 10), gerando, portanto, 12 condicbes de hidrolise

denominadas segundo a Tabela 2.
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Figura 10 — Esquema da hidrélise acida da alga marinha H. musciformis
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Tabela 2 - Denominacdes das condi¢cdes de hidrélise da alga H. musciformis em

funcdo da concentracdo de HCI e tempo de reacéao.

Tempo de reacédo
(min) 10 20 30
HCI (M)
0,0 0,0/10 0,0/20 0,0/30
0,2 0,2/10 0,2/20 0,2/30
0,5 0,5/10 0,5/20 0,5/30
1,0 1,0/10 1,0/20 1,0/30

Apos resfriamento a temperatura ambiente, os homogenatos foram filtrados
em tecido nylon. Os residuos foram secos em estufa a 40 °C e as fases liquidas,
denominadas hidrolisados (Figura 11), foram armazenadas a 4 °C para posteriores
dosagens dos teores dos agucares redutores, glicose, galactose e fermentacao para

a producéao de bioetanol.
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Figura 11 - Hidrolisado acido da alga H. musciformis autoclavada a 121 °C por 10;

20 e 30 min, na concentracédo 0,5M de HCI.

Fonte: autoria propria

3. 4. Ajuste do pH dos hidrolisados da alga H. musciformis

O pH dos hidrolisados foi ajustado para 5,0 com a adicdo de Ca(OH),
(Hidroxido de calcio) sob agitagdo constante, utilizando-se um pHmetro Tecnal (Tec -
3MP). Ap6s o ajuste do pH, as solugdes foram filtradas em duas etapas: a primeira

em tecido nylon e a segunda em papel de filtro.
3. 5. Analise de acuUcar redutor

Os teores de acucares redutores dos hidrolisados foram determinados pelo
método de Somogy-Nelson (1944), tendo a galactose como curva-padrdo. As
absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro a 540 nm.
3. 6. Eficiéncia da hidrdlise acida

Os residuos obtidos apés a filtracdo dos hidrolisados &cidos da alga foram

mantidos em estufa de secagem a 105 + 1 °C, em cadinhos de porcelana até a
obtencdo de peso constante dos mesmos. A eficiéncia da hidrolise acida foi
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determinada com base nas massas inicial e residual da alga seca antes e depois da

hidrolise, respectivamente, segundo a Equacéo 03.

m;— Mg

EH:

x 100 (03)

m;

Onde:

En = Rendimento de hidrdlise

m; = Massa inicial de alga seca

mg = Massa do residuo de alga apds hidrélise

3. 7. Microrganismos e manutencéo das culturas de células

Para os testes fermentativos foi utilizada a levedura Saccharomyces
cerevisiae proveniente de uma levedura comercial de panificacdo. As cepas foras

mantidas em meio soélido de crescimento Saboraud, da marca HIMEDIA, a

temperatura ambiente.

3. 8. Preparo do in6culo

O indculo foi preparado atraves da transferéncia de trés colénias da levedura
S. cerevisiae cultivada em meio Agar-Saboraud para erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de caldo Saboraud estéril composto por glicose (40 g.L™) e peptona
(10 g.L™"). Os erlenmeyers foram incubados por 24 horas & temperatura e agitagéo
constantes (30 °C e 130 rpm, respectivamente) até a obtencdo de uma leitura de
densidade otica (D.O) de 1,0 a 630 nm.

3. 9. Fermentacao do hidrolisado acido

Com base nos teores de acucar redutor e no rendimento de hidrolise das
condicdes testadas, a condigdo 0,5/20 reuniu os maiores teores de galactose e
glucose. Assim, ela foi selecionada para o ensaio de fermentagdo alcodlica

utilizando a levedura S. cerevisiae.
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Para o ensaio fermentativo, 10 mL do indculo foram transferidos,
assepticamente, para erlenmeyers (250 mL) contendo 90 mL do hidrolisado acido
0,5/20 da alga marinha H. musciformis, com pH previamente ajustado para 5,0 com
Ca(OH),. O experimento foi realizado em triplicata e a fermentacdo conduzida sob
temperatura e agitacdo constantes a 30 °C e 130 rpm, respectivamente, por 52
horas. Aliguotas de 2 mL foram coletadas, assepticamente, em intervalos de 2 horas
para determinacdo da D.O. a 630 nm. Em seguida, elas foram centrifugadas a 4 °C,
14.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi reservado para determinacdo dos
teores de glucose, galactose e etanol por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) com a finalidade de acompanhar a cinética do processo fermentativo.

3. 10. Determinacdo da composicdo em monossacarideos e em etanol nos
hidrolisados

As andlises dos teores de galactose, glicose e etanol foram realizadas na
Central Analitica do Laboratdrio de Bioengenharia do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal do Ceara.

Os carboidratos (glucose e galactose) gerados pelos processos de hidrdlise e
o etanol proveniente da fermentacdo foram determinados através de Cromatografia
Ligquida de Alta Eficiéncia (CLAE) usando o sistema Waters CLAE (Waters, Milford,
MA, USA) equipado com detector de indice refrativo Waters 2414 e coluna Aminex
HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). O eluente utilizado foi acido sulfarico em
agua MiliQ (Simplicity 185, Millipore, Billeria, MA) 5 mM a uma taxa de fluxo 0,5 mL
min™ a 65 °C e tempo de corrida de 30 minutos. Os interferentes (ou inibidores) da
fermentacdo formados durante a hidrélise acida também foram analisados por CLAE
com um tempo de corrida de 55 min.

Os acucares e etanol foram identificados comparando-se os seus tempos de
retencdo com os tempos de retencdo dos padrdes: glucose e etanol, ressaltando
que a coluna utilizada nesse experimento ndo € capaz de separar O0S
monossacarideos galactose, xilose e arabinose. No entanto, como ja é sabido que a
alga marinha H. musciformis, utilizada nesse trabalho, possui como polissacarideo
majoritario galactana sulfatada considerou-se as concentracdes de arabinose e

xilose despreziveis. Com relacdo a determinacdo dos inibidores a compara¢cdo com
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os tempos de retencao padrao foram para furfural, hidroximetilfurfural, &cido acético

e acido féormico.

3.11. Parametros cinéticos

As cinéticas das utilizacbes dos substratos (glicose e galactose), producéo de
biomassa e etanol formado foram analisadas durante a fermentacdo alcodlica do
hidrolisado 0,5/20. Os parametros cinéticos velocidades especificas de crescimento
celular (ux); do consumo de substratos (US1 para glucose e uS2 para galactose),

formacdo de etanol (uP) foram calculados segundo as equacgbGes de 04 — 07,

respectivamente:
1 dx
Bx = %" 2 (04)
1 ds1
pS]_ - — E -E (05)
1 dsz
,uSZ - — E -E (06)
1 dpP
= x'xm (07)
Onde:

X = concentracéo de célula (g.L™);
S1 = concentragao de glucose (g.L™);
S2 = concentragéo de galactose (g.L™);
P = concentrac&o de etanol (g.L™).
J& os fatores de conversdo de substrato (glicose + galactose) em biomassa
(Yxs) e em etanol (Ypss) e formacéo de etanol por biomassa (Ypx) foram estimados

segundo as equacdes 8 — 10, respectivamente:

Yxf _ X-Xp (08)
57 sp-5
Ypis _P-Pg (09)

S5p—5
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Yplx _P-Pp (10)

- Xp

As produtividades em biomassa e etanol foram estimadas segundo as

equacdes 11 e 12, respectivamente.

P xm_x (11)
=

| LA S (12)
P= mtf o

Onde:

Xm = concentracdo de célula méaxima (g.L™).
Xo = concentracdo de célula inicial (g.L™).

X = concentracédo de célula final (g.L™).

P, = concentracdo de etanol maxima (g.L™).
P, = concentracéo de etanol inicial (g.L™).

S = concentragéo de substrato final (g.L™).
So = concentracéo de substrato inicial (g.L™).
ts = tempo final (h).

3. 12. Planejamento experimental e andlise estatistica

Os resultados obtidos na hidrélise da alga marinha H. musciformis foram
analisados no software STATISTICA versdo 7.0, a fim de estimar os efeitos das
variaveis e suas interacdes sobre a resposta analisada em relacdo aos acucares
(glucose e galactose) gerados nos hidrolisados. A Analise de variancia (ANOVA) foi
aplicada para verificar a diferenca significativa ao nivel de 85%.

Um Planejamento Fatorial de 2%, com dois pontos centrais, foi realizado a fim
de avaliar se a concentracdo do acido cloridrico (0,2; 0,5 e 1,0 M) e o tempo (10, 20
e 30 min) de hidrdlise influenciaram nas concentracdes dos acgulcares glucose e

galactose (variaveis respostas) segundo os niveis apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores e niveis das varidveis do Planejamento fatorial 22 levando em
consideracdo a concentracdo do &cido e o tempo, dos hidrolisados da alga H.
musciformis, na concentracao dos agucares (glucose e galactose) obtidos.

Variaveis —
+1 0 -1
Concentra(('i?)o do acido 0,2 0,5 1,0
Tempo (min) 10 20 30

Outro software, Prisma verséo 4.0, foi utilizado para avaliar se a concentracao
do acido, no mesmo intervalo de tempo, influenciou de forma significativa na
eficiéncia da hidrolise e nos teores de acucares redutores. E para verificar se houve
diferenca significativa foi aplicado o teste estatistico de Bonferroni ao nivel de
confianca de 95% (p<0,05).
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4. 1. Composicao centesimal da alga H. musciformis
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Os teores de umidade, proteinas, cinzas, lipideos, carboidratos totais e

carragenana da alga utilizada nesse experimento estao listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Composicao centesimal da alga H. musciformis.

Carboidratos totais

Referéncias Espécie Umidade Proteinas Cinzas Lipideos Sulfato
estudada Celulose/  Galactana
amido
Presente Hypnea 12,1 14,6 12,6 1,3 11,4 48,0 20,2
trabalho musciformis
KIM et al. Gelidium - 13,1 8,6 1,1 77,2
2011 amansii
KHAMBHATY  Kappaphycus 13,4 - - - 12,66 51,0 11,75
etal. 2012 alvarezii
SAITO e
OLIVEIRA, mrsiﬁ’fgf%is - - - - - 28,3 18,85
1990
PARK et al. Gelidium . - - , 14,9 52,4 -
2012 amansii
ARMAN E Hvpnea
QUADER, musycli)formis 108 ) 153 ) ) ) )
2012
Wietal 2009  Celidium - - - - 53,4 -
amansii

A alga seca ao sol apresentou um teor de umidade de 12,1 %, proteinas

14,6%, cinzas 12,6%, lipideos 1,3% e carboidratos totais de 59,4%, sendo 11,4% de
amido/celulose e 48% de carragenana. Tais resultados se mostraram semelhantes
aos obtidos por Kim et al. (2011), quando analisaram a composi¢do quimica de uma
outra espécie de alga marinha vermelha (Gelidium amansii) a qual apresentou
13,1% de proteinas, 8,6 % de cinzas 1,1% de lipideos e 77,2% de carboidratos.
Diante desses resultados foi possivel observar que os carboidratos totais
representaram a maior por¢cao dos componentes quimicos dessas espécies de algas
totais, incluem

marinhas vermelhas e que dentre esses carboidratos que
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polissacarideos de reserva (amido) e estruturais (celulose e galactanas sulfatadas),
a maior porcao se refere as galactanas sulfatadas (agaranas e/ou carragenanas)
como também observado por Khambhaty et al., (2012) para a alga Kappaphycus
alvarezii, cujos teores foram 51,0% de k-carragenana e 12,6% de fibras. Resultados
semelhantes também foram obtidos por Park et al. (2012) em seus estudos sobre a
hidrolise acida (H,SO,4 2,0%) de 190 kg da alga G. amansii com o objetivo de avaliar
seu potencial como fonte promissora de carboidratos para producdo de bioetanol
obtiveram 67,3% de carboidratos totais sendo 14,9% de celulose e 52,4% de agar.
Ja o teor de sulfato obtido no presente estudo esti4 de acordo com Saito e Oliveira
(1990) que avaliando a composicao quimica dos carboidratos sintetizados por
espécies de algas marinhas abundantes no litoral brasileiro, através da analise do
espectro de Infra-Vermelho, sugeriram que a espécie H. musciformis coletada nos
litorais de Itamaraca (PE), Jodo Pessoa (PB), Recife (PE), Santa Cruz (ES) e
Ubatuba (SP) sintetizava provavelmente k-carragenana, apresentando teores de 3,6-
anidro-galactose e sulfato que variaram de 252 - 314 % e 17,6 - 20,1%,
respectivamente. De acordo com Arman e Quader (2012), analisando as galactanas
presentes no extrato bruto de H. musciformis sugeriram que as estruturas quimicas
desses polissacarideos correspondiam a «-carragenana como carboidrato
majoritario, porém com pequenas porc¢des de 1 e A-carragenanas. Uma analise mais
cuidadosa através do espectro de Infra-veremlho desse extrato mostraram fortes
bandas caracteristicas de galactose-4-sulfato a 846,95 cm™; 3,6-anidrogalactose a
928,92 cm™ e sulfato a 1221,25 cm™. Tais resultados corroboram para um teor mais
elevado de sulfato para o carboidrato de H. musciformis quando comparado com o
carboidrato de K. alvarezii, espécie de alga que também sintetiza k-carraagenana e
que mostrou um teor de sulfato de 11,75% (KHAMBHATY et al., 2012).

Vale ressaltar que o elevado teor de carboidrato determinado para H.
musciformis também foi observado por Wi et al. (2009) que analisando a
composi¢cdo quimica da alga marinha vermelha G. amansii obtiveram 53,4% de
carboidrato total, salientando-se o fato das algas marinhas possuirem guantidades
muito pequenas de lignina soltuvel e ndo soltvel em acido (3,2+0,3 % e 1,5+0,6%,
respectivamente), o que torna o processo de obtencéo de bioetanol mais simples por
ndo promover a formagéo de carboidratos néo fermentesciveis, além de compostos

furénicos que sao inibidores do processo fermentativo.
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Ge et al. (2011) analisando o residuo celuldsico obtido a partir da extracdo de
alginato da alga Laminaria japonica, como fonte de carboidratos fermentesciveis

para producao de bioetanol, ndo encontraram teores de hemicelulose e lignina.

4. 2. Eficiéncia de hidrélise da alga H. musciformis em fungcdo da concentracéo

de HCI e tempo de reacéo.

As eficiéncias das diferentes condicbes de hidrélise da alga marinha H.
musciformis sdo mostrados na Figura 12. Foi possivel observar que a menor
concentracdo de HCI utilizada associada ao menor tempo de hidrélise foi capaz de
solubilizar a estrutura algal, apresentando eficiéncia de 62,5%. Aumentos na
concentragdo do &cido, bem como no tempo n&o resultaram em aumentos
proporcionais no rendimento de hidrolise, no entanto a condigdo mais drastica de
hidrolise (1,0/30) mostrou eficiéncia de 71,9%. J4 a média geral de eficiéncia foi de
72,2%.

Figura 12 - Eficiéncia de hidrélise da alga H. musciformis com base na massa seca

em funcéo da concentracdo de HCIl e tempo de reacéo.
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De acordo com o teste estatistico de Bonferroni foram verificadas diferencas

significativas (p<0,05) apenas nas condi¢des 0,2/10 e 0,5/10, sugerindo que o tempo
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e as concentracdes de HCI testadas ndo mostraram influéncia na eficiéncia de

hidrolise, porém a condicao 0,5/30 foi capaz de solubilizar 78,7% da estrutura algal.

4. 3. Aglcares redutores dos hidrolisados da alga H. musciformis

A Tabela 5 mostra os teores totais de acucares redutores determinados nos
hidrolisados da alga marinha H. musciformis, bem como a quantidade de acglcares
redutores perdidos nos residuos Umidos obtidos apés filtragcdo dos hidrolisados. O
menor e o maior teores de acucares redutores totais obtidos nos hidrolisados da
alga H. musciformis foram 1,33 e 2,31 g para 0,2/10 e 1,0/30, respectivamente.
Observou-se ainda que as maiores concentracdes de acglcares redutores (1,60; 2,00
e 2,31 g) e os maiores volumes recuperados (74, 78 e 84 mL) foram gerados nos
hidrolisados com 1,0 M de HCI (1,0/10; 1,0/20 e 1,0/30). J4& as maiores perdas de
acucares redutores (0,67; 0,79 e 0,81 g) foram observadas para os hidrolisados
submetidos a um maior tempo de reacdo (0,2/30; 0,5/30 e 1,0/30) chegando a
representar (26,07; 27,00; 25,97%) dos acUcares redutores totais. Esses resultados
sugerem a necessidade de uma metodologia de filtracdo mais eficiente que reduza
as perdas de acucares redutores no residuo umido.

Khambhaty et al. (2012) analisando a producdo de bioetanol a partir do
residuo da alga K. alvarezii, obtido ap0s extracdo do extrato algal (biofertilizante),
verificaram um rendimento de sacarificacdo de 26,2% em escala laboratorial
utilizando H,SO,4 0,9 M. Verificaram ainda perdas de 16,1% de acucares redutores

no residuo Umido para escala laboratorial.
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Tabela 5 — Teores de acgucares redutores obtidos nos hidrolisados e perdidos nos

residuos umidos da alga H. musciformis

Volumes Concentracdes ) Aclcares
_ . AcuUcares
totais dos de acucares redutores
. : : _ redutores _
Hidrolisados hidrolisados redutores (g.L" . perdidos no
L . perdidos no ] o
recuperados °) e quantidade ] residuo umido
residuo (g)
(mL) absoluta (g) (%)
0,2/10 72 1,85(1,33) 0,52 28,11
0,5/10 74 2,25(1,67) 0,58 25,78
1,0/10 78 2,05(1,60) 0,45 21,95
0,2/20 73 2,15(1,57) 0,58 26,98
0,5/20 72 2,44(1,76) 0,68 27,87
1,0/20 84 2,38(2,00) 0,38 15,97
0,2/30 74 2,57(1,90) 0,67 26,07
0,5/30 72 2,83(2,04) 0,79 27,92
1,0/30 74 3,12(2,31) 0,81 25,97

Os teores de acuUcares redutores dos nove hidrolisados da alga marinha H.
musciformis sdo apresentados na Figura 13. Foi possivel observar que dentre as
condi¢Bes de hidrélise testadas a maior concentracao do &cido (1,0 M) foi capaz de
gerar teores de acUcares redutores variando de 20,5 a 31,3 g.L™*. A condicdo de
hidrélise acida mais branda (0,2 M), gerou teores de acgucares redutores variando de
18,5 a 25,7 g.L™. J4 a condicdo de hidrélise &cida intermediaria (0,5 M) apresentou
teores de acUcares redutores variando de 22,5 a 28,4 g.L™. O tempo de hidrélise nédo
influenciou na formacgdo desses acucares redutores ndo apresentando diferenca
significativa entre as meédias dos teores de acUcares redutores (p<0,05) dos
hidrolisados em diferentes concentragbes de acido no mesmo tempo de reacdao.
Porém, foram observadas diferencas significativas (p<0,05 e p<0,01) entre os teores
de acucares redutores dos hidrolisados 0,2/10 - 0,5/30; 0,5/10 - 1,0/30; 1,0/10 -
0,5/30 e 0,2/10 - 1,0/30; 1,0/10 - 1,0/30, respectivamente.

No presente trabalho, o rendimento médio dos acUcares redutores nos
hidrolisados com base na alga seca foi de 54,8%. Resultado inferior de rendimento

de acucares redutores (21,1%) foi observado por Meinita et al. (2012) quando
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avaliaram o efeito da concentracdo de K. alvarezii sobre a producédo de acguUcares
redutores utilizando HCI como catalisador da hidrélise, onde foi verificado a
formacdo méxima de 25,32 g.L™ de aclicares redutores a uma concentracdo de 12%
de alga, a 0,2 M de HCl a 130 °C por 15 min.

Khambhaty et al. (2012) obtiveram, no final do quinto ciclo de re-extracdo da
alga K. alvarezii, 65,6 g de acUcares redutores, isso levando em consideracdo a
perda de acucares redutores total no residuo (11,6 g).

Estes resultados sugerem que as condicbes mais drasticas de hidrolise
promoveram uma diminuicdo nos teores de acUcares redutores através da
desidratacdo dos monossacarideos e consequente formacdo de compostos
furanicos (SANCHEZ, 1988).

Figura 13 — Teores de acUcares redutores dos hidrolisados da alga H. musciformis.
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4. 4. Teores de carboidratos (dissacarideos e manossacarideos) dos

hidrolisados da alga H. musciformis.

Os teores dos monossacarideos (glucose e galactose) dos hidrolisados estao
apresentados na Figura 14. Foi possivel observar em todos os hidrolisados a
presenca de glucose e galactose em concentragcbes que variaram de 3,4 -4,7e 7,4
- 10,8 g.L ™, respectivamente. A condicdo de hidrélise 1,0/20 apresentou os maiores

teores de glucose e galactose (15,5 g.L™) representando um rendimento de 31%
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com base na massa seca da alga. No entanto, a condicdo selecionada para o
experimento de fermentacdo (0,5/20) apresentou um teor de monossacarideos
(glicose e galactose) de 14,8 g.L ™, que apesar das condicdes de hidrélise mais
brandas, apresentou um rendimento (29,6%,) semelhante ao obtido para o
hidrolisado 1,0/20. J& os maiores rendimentos de monossacarideos sollveis obtidos
por Kim et al. (2011) para a alga G. amansii hidrolisada em concentragdes molares
de acido HCI 0,1 M e H,S0O,4 0,2 M foram de 11,6 e 9,8%, respectivamente.

Os resultados obtidos nesse trabalho também foram superiores aos relatados
por Meinita et al. (2012) quando realizaram a hidrélise acida de 10% (m/v) da alga
Kappaphycus alvarezii em solugdo &cida de HCI 0,2 M a 130 °C por 15 min e
obtiveram teores de monossacarideos de 13,5 g.L™* , representando um rendimento
de 13,5%. Ge et al. (2011), utilizando pré-tratamento acido do residuo celuldsico de
L. japonica proveniente da extracdo de alginato, obtiveram o rendimento maximo de
27,8% de glicose com base na massa do residuo para a condicdo de hidrolise
H,SO,4 0,1%; 121 °C; 1 h.

Figura 14 — Teores de carboidratos (dissacarideos e monossacarideos) dos
hidrolisados acidos da alga H. musciformis.
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Vale ressaltar que quando a alga H. musciformis foi submetida as mesmas
condicBes de hidrélise (121 °C por 10, 20 e 30 min) na auséncia do HCI foi verificada

gelificacdo do meio (Figura 15), resultado caracteristico da solubilizacdo da
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carragenana e evidente manutencao da integridade molecular desse polissacarideo,

inviabilizando a determinacéo dos teores de carboidratos.

Figura 15 — Gelificacdo da solucdo da alga H. musciformis submetida a

autoclavagem a 121 °C por 10, 20 e 30 min na auséncia de HCI.

Fonte: autoria propria

4. 5. Influéncia da concentracdo do &cido e do tempo de reacdo na obtencéo de

glucose e galactose nos hidrolisados da alga H. musciformis

A metodologia de analise de superficies de respostas pode ser executada
para otimizacdo do experimento. Neste sentido, otimizar significa encontrar os
valores das variaveis (concentracdo do acido e tempo de reacdo) que irdo produzir a
melhor resposta desejada (maior concentracdo de glucose e galactose), isto €,
encontrar a regido Otima na superficie definida pelos fatores. A metodologia de
superficie de resposta baseia-se na construcdo de modelos matematicos empiricos
que geralmente empregam funcbes polinomiais lineares ou quadraticas para
descrever o sistema estudado e, consequentemente, dao condicbes de explorar
(modelar e deslocar) o sistema até a sua otimizacdo. Um planejamento experimental
construido para estimar coeficientes, segundo algum modelo aproximado, retne
certos critérios desejaveis, sendo 0s principais: proporcionar boas estimativas para
todos os coeficientes, exigindo poucos experimentos além de fornecer condicdes de
avaliacdo dos coeficientes e do modelo, ou seja, da regresséo e da falta de ajuste.
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Planejamentos fatoriais de dois niveis, completos ou fracionarios, podem estimar
apenas efeitos principais e interacdes (TEOFILO E FERREIRA, 2006).

A Tabela 6 apresenta as concentracdes de glucose e galactose obtidas nos
hidrolisados da alga H. musciformis, considerando as variaveis concentracdo do

acido cloridrico e tempo de reacao.

Tabela 6 — Concentracdes e tempos de reacdo de glucose e galactose dos
hidrolisados da alga H. musciformis obtidos através da CLAE e de acordo com o

planejamento experimental.

GLUCOSE GALACTOSE
Concentragdo Tempo Concentracdo | Concentracdo Tempo Concentracao
do &cido (M) (min) (g.L™h do acido (M)  (min) (g.L™h
0,2 10 3,17 0,2 10 7,25
1 10 4,31 1 10 10,84
0,2 30 4,07 0,2 30 8,89
1 30 4,38 1 30 9,98
0,5 20 4,36 0,5 20 10,23
0,5 20 4,62 0,5 20 10,72

Os gréficos de Pareto (Figuras 16 e 17) mostram os efeitos padronizados de
cada variavel independente (concentracao de HCl e tempo de rea¢éo), bem como os
de suas interacdes sobre a varidvel dependente (concentracdo de glucose e
galactose) nos hidrolisados de H. musciformis permitindo visualiza-los grafica e
numericamente. Nestes graficos, os efeitos sdo representados por barras e quando
elas ultrapassam o valor de p = 0,15 conclui-se que as variaveis independentes
apresentaram efeito significativo estatisticamente com um nivel de confianca de 85%
sobre a variavel resposta analisada.

De acordo com a Figura 15 observou-se que nenhuma das variaveis
independentes (concentracdo de HCI e tempo de reacéo) foi significativa (p>0,15),
na faixa de valores estudados, para incrementar a concentracédo de glucose formada
nos hidrolisados da alga H. musciformis. No entanto, essas variaveis apresentaram
efeitos positivos (3,448 e 2,638, respectivamente) na formacéo de glucose, exceto a
interacdo entre elas (concentracdo do acido:tempo) que apresentou um efeito
negativo (-2,257).
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Figura 16 — Grafico de Pareto para a concentracdo de glucose como variavel

resposta.
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Ja a concentracdo de galactose foi influenciada pela concentracdo do &cido,
apresentando um efeito significativo (p<0,15) e positivo (6,096) na faixa estudada, ou
seja, quanto maior a concentracdo de HCI maior foi a concentracdo de galactose
formada nos hidrolisados da alga H. musciformis. Semelhante ao observado para
glucose, o tempo de reacao também néo apresentou influéncia sobre a formacgéo de
galactose (1,126), bem como a interacdo entre as variaveis independentes a qual

mostrou efeito negativo (-3,607) sobre a formacdo desse monossacarideo.



56

Figura 17 — Gréfico de Pareto para a concentracdo galactose como variavel

resposta.
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Segundo Teodfilo e Ferreira (2006) o modelo obtido a partir desse
planejamento experimental pode ndo ser exatamente aquele que descreve a regiao
estudada do sistema e, neste caso, ndo pode ser usado para fazer estimativas para
deslocamento e muito menos para extrair conclusbes sobre a regido oOtima. A
maneira mais confidvel de se avaliar a qualidade do ajuste do modelo é empregando
a Analise de variancia (ANOVA). Através das Analises de variancia (ANOVA) é
possivel observar os valores dos desvios quadraticos provocados em cada variavel
(Soma quadratica — SQ) e seus graus de liberdade correspondentes (GL). A partir
desses parametros sdo calculadas as médias quadraticas (MQ), que divididas pelos
erros puros experimentais, permitem a determinacdo dos parametros F e,
subsequentemente, do p-valores, utilizados na verificagdo da hipotese nula. Altos
valores dos parametros SQ, MQ e F, geradores dos p-valores <0,15, indicam uma
influéncia significativa das variaveis independentes sobre a variavel resposta.

As Tabelas 7 e 8 de ANOVA apresentam os valores de F¢, para as formacoes
de glucose e galactose, respectivamente, nos hidrolisados de H. musciformis frente
as concentracdes de HCI e tempos de reacdo estudados. O valor do F¢y (13,82)

para a concentracdo de glucose como variavel resposta, foi menor que 0 Fiap
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(24,58), logo 0 modelo ndo se ajustou significativamente. J& para a concentracéo de
galactose como variavel resposta, o valor de Fcy (25,38) foi superior ao Fap (24,58),
porém aproximado, sugerindo que o modelo nao foi significativo.

Portanto, estes resultados sugerem que novos parametros devem ser
considerados como variaveis independentes (temperatura de hidrolise e faixas mais
amplas de concentracdo de acido) para gerar dados que possam ser mais
significativos na formacdo de glucose e galactose nos hidrolisados da alga H.
musciformis, bem como na construcdo de um modelo matematico capaz de

representar e extrair uma condicao 6tima de hidrélise.

Tabela 7 — ANOVA para a concentracao de glucose como variavel resposta.

Fonte de Soma Graus de Média =
variacao quadratica  liberdade quadratica cal
Regressao 1,276483 4 0,31912083 13,82
Residuo 0,50107 2 0,25053
Falta de ajuste
0,46727 1 0,46727
(FA)
Erro puro (EP) 0,03380 1 0,0380
Total 1,31028 5
R? 0,6176
I:tab
(85% de aF(4,1):24,58
confianga)

a F.ac para a falta de ajuste = MQpa/MQgp
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Tabela 8 — ANOVA para concentracdo de galactose como variavel resposta.

Fonte de Soma Graus de Média =
variacao guadratica  liberdade quadratica cal
Regresséo 9,22383333 4 2,30595833 25,38
Residuo 3,167568 2 1,583784
Falta de ajuste
3,047518 1 3,047518
(FA)
Erro puro (EP)  0,120050 1 0,120050
Total 1,31028 5
R? 0,66
Ftab
(85% de ®F.1=24,58
confianca)

a F.ac para a falta de ajuste = MQpa/MQgp

4. 6. Teores de acido acético (inibidor de fermentacéao)

No presente estudo analisou-se, por CLAE, a formacdo dos inibidores da
fermentacdo gerados na hidrélise &acida da alga H. musciformis. Em todos os
hidrolisados foram observados a presenca dos inibidores furfural e acido acético. A
Figura 18 apresenta os teores de acido acético nos hidrolisados da alga H.

musciformis, neutralizados e ndo-neutralizados com Ca(OH)..
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Figura 18 - Concentracdes do &cido aceético formado durante a hidrolise acida da

alga H. musciformis.
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A concentracdo de &cido acético variou de 0,02 a 4,71 g.L™ e de 0,45 a 9,07;
nos hidrolisados neutralizados e nao-neutralizados, respectivamente, mostrando
uma diminuicdo na concentracdo desse inibidor quando os hidrolisados foram
neutralizados com Ca(OH), (Figura 19). Yazdani et al. (2011) avaliando a conversao
de celulose e hemicelulose em acucares monomeéricos da alga Nizimuddinia
zanardini observaram a presenca de inibidores durante a hidrdlise (7% H,SO,; 60
min), onde a concentracdo maxima de acido acético foi de 31,8 g/Kg. Nos estudos
de Rocha et al. (2011), a hidrélise do bagaco de caju com &cido sulftrico diluido
formou uma concentracdo de &cido acético de 2,73 g.L™.

A condicdo de hidrolise (0,5/20) nao-neutralizada da alga H. musciformis
apresentou uma baixa concentracdo de acido acético, a qual ainda sofreu
diminuicdo quando neutralizada com Ca(OH),. Por esse fato, aliado a uma boa
eficiéncia de hidrdlise e ao alto teor de agucar redutor essa condicéo foi selecionada
para ser fermentada por S. cerevisiae para a obtencao de etanol.

Com relacdo aos compostos furanicos, o furfural apresentou concentracao
média, nos hidrolisados da alga H. musciformis, de 1,75 g.L™* e concentracées de
HMF n&o foram observadas. Nos estudos de Yazdani et al. (2011), mencionado
anteriormente, a concentragdo de furfural foi de, aproximadamente, 0,83 g/kg e
concentracbes de HMF nado foram detectadas em todo o experimento.
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Hargreaves et al. (2013) avaliaram a remoc¢ao de HMF nos hidrolisados de K.
alvarezii para a produgcao de etanol utilizando carvéo ativado, onde obtiveram a

diminuicdo na concentracdo de HMF de 35 para 1,5 g.L™.

4. 7. Cinética fermentativa e producao de etanol a partir do hidrolisado (0,5/20)

da alga H. musciformis

A cinética fermentativa do hidrolisado 0,5/20 de H. musciformis estd mostrada
na Figura 19. Diante dos resultados obtidos foi possivel observar que ambos o0s
monossacarideos (glicose e galactose) foram consumidos simultaneamente, no
entanto esse consumo so foi iniciado apos 7 horas de fermentacdo, sendo que apos
52 h de experimento 82,5% da glucose e 72% da galactose ja tinham sido
consumidas. Vale ressaltar ainda que nao foi verificado crescimento acentuado da
biomassa (S. cerevisiae), uma vez que a diferenca entre as concentracdes inicial e
final foi de 0,4 g.L™.

Rocha et al. (2011) em seus estudos sobre a producéo de etanol a partir do
bagaco de caju (biocombustivel de 22 geracéio) produziram 8,0 g.L™! de etanol apés
24 h de fermentagdo quando a levedura Kluyveromyces marxianus consumiu
completamente a glucose presente no meio. Resultado semelhante foi observado no
presente estudo quando a levedura S. cerevisiae, apdés 29 h de fermentacao, ja
havia consumido a glucose presente no meio, obtendo uma producéo de 5,3 g.L™* de

etanol.

Figura 19 — Cinética fermentativa do hidrolisado (0,5/20) da alga H. musciformis pela

levedura S. cerevisiae.
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Ja a producdo maxima de etanol, no presente estudo, foi de 5,3 g.L™ apés 52
h de fermentacéo, representando uma eficiéncia fermentativa de 50% do volume de
producéo teorico do etanol, evidenciando assim a habilidade da S. cerevisiae em
fermentar a galactose proveniente da matéria-prima algacea com um rendimento de
0,1 g de bioetanol/g de alga seca. Esses resultados permitiram calcular as
produtividades em biomassa e etanol, bom como os fatores de conversao de
substrato em biomassa e etanol e etanol por biomassa, 0s quais estdo mostrados na
Tabela 9.

Tabela 9 — Fatores de conversdo (Y) e produtividade (P) obtidos nos ensaios
fermentativos do hidrolisado (0,5/20) da alga H. musciformis.
Yxis Ypis Yeix Px (g.L.hh | Pp(g.LhhD
0,030 0,315 0,08 0,008 0,100

Os resultados obtidos mostraram que a conversao de substrato em biomassa
(Yxs) foi de 0,03, isto é, 0,03 g de célula foi produzida por grama de substrato. Ja a
converséao de etanol por biomassa (Yp/x) apresentou um valor de 0,08, ou seja, 0,08
g de etanol foi produzido por grama de célula e a conversédo de substrato em etanol
(Ypss) foi de 0,315, significando dizer que 0,315 g de etanol foi produzido por grama
de substrato.

Quanto as produtividades em biomassa e em etanol, foram verificados valores
de 0,008 g.L"2.h™" e 0,100 g.L™.h?, respectivamente.

Hargreaves et al. (2013) avaliaram duas estratégias para a producdo de
etanol de 32 geracéo a partir de K. alvarezii. A primeira tratou da producgéo de etanol
em uma Unica etapa: sacarificacdo acida seguida de enzimatica de 33,3% (m/m) de
alga seca e co-fermentacéo (S. cerevisiae CBS1782) da fracao liquida e do residuo
do pré-tratamento. Ja a segunda tratou da producdo de etanol em duas etapas:
fermentacdo da fracdo liquida rica em galactose (81,5 g.L™") e sacarificacédo e co-
fermentacdo do residuo do pré-tratamento. Os resultados mostraram producdes
maximas de 64 g.L™ de etanol para a primeira estratégia e 38 e 53 g.L™* para a
segunda estratégia totalizando 91 g.L™. Obtiveram ainda uma taxa de conversdo de
0,457 g de etanol/g de substrato consumido. Diante dos resultados foi possivel

calcular a possibilidade de obtencéo de 105 L de etanol por tonelada de alga seca.
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Ge et al. (2011) em seus estudos sobre a sacarificacdo do residuo da extracéo
de alginato da alga L. japonica verificaram que a 0,1% de H,SO,4 a 121 °C por 1,0 h
seguido de hidrolise enzimética (celulase e celobiase) a concentracdo de glicose
alcancou seu valor maximo (277,5 mg/g de residuo) e uma taxa de conversédo de
celulose de 92,5%. ApOs rotaevaporacdo e a concentracdo de glucose no
hidrolisado foi para 34 g.L™" e apds fermentacdo por S. cerevisiae foi observado um
rendimento méaximo de 14,0 g.L™ de etanol representando uma taxa de convers&o
de 41,2% e um rendimento tedrico de 80,8%. Esse resultado demonstrou que 0,143
L de etanol poderia ser produzido a partir da utilizacdo de 1 Kg de residuo de alga
processada.

Em um outro estudo sobre a sacarificagdo da alga L. japonica, Kim et al.
(2011) observaram que a bactéria Escherichia coli KO11 recombinante era capaz de
produzir etanol 25,8 g.L™ apés 116 h de fermentacdo a partir de um hidrolisado de
180 g da alga com HCl 0,1 N, a 121°C por 15 min, rico em manitol (90 g.L™),
representando uma taxa de conversédo de 0,41 g de etanol/g de manitol.

Lee e Lee (2012) avaliando a fermentagc&o do manitol por diferentes leveduras
observaram que a S. cerevisiae (KCCM50550) foi habil em produzir 2,7 g.L™" de
etanol a partir de 10 g.L™* de manitol.

Estudos de parametros cinéticos na producao de etanol a partir de biomassa
algacea (biocombustivel de 32 geracdo) ainda sdo escassos na literatura o que levou
a comparacdes com bioetanol de 22 geragcédo produzido a partir de bagaco de caju
por K. marxianus onde foi observado produtividade de etanol de 0,13 g.L™*.h™.e uma
taxa de converséao de 0,231 g de etanol/g de substrato (ROCHA et al., 2011).

A Figura 19 apresenta as velocidades de crescimento (uX), consumo do
substrato - uS1 (glucose); uS2 (galactose) , e producdo de etanol (UP) durante a
fermentacdo por S. cerevisiae do hidrolisado 0,5/20 da alga H. musciformis. As
velocidades especificas de consumo de substrato e formagdo de etanol
apresentaram comportamento tipico de uma fermentacao alcodlica.

As velocidades especificas de consumo do substrato (US) e producdo de
etanol (UP) apresentaram perfis similares, uma vez que esses parametros possuem
uma correlacéo direta. Nos resultados expostos na Figura 18, a formagao de etanol
nao mostrou-se associada ao crescimento da levedura, mas ao consumo do

substrato.
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O perfil da Figura 20 apresenta certa similaridade com o obtido por Rocha et
al. (2011) quando estudaram os mesmos parametros cinéticos na fermentacdo do

bagaco de caju por Kluyveromyces marxianus CE025.

Figura 20 — Velocidades especificas de crescimento (uX), dos substratos pS1
(glucose) e uS2 (galactose) e da producao de etanol (uP) durante a fermentacéo do

hidrolisado da alga marinha vermelha H. musciformis (0,5/20) por S. cerevisiae.
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Nas primeiras horas de fermentacéo, foi observado uma maior velocidade de
consumo dos substratos acompanhado da velocidade de producdo de etanol.
Proximo a 102 hora de fermentacdo a velocidade de consumo do substrato puS1
(glucose) diminuiu em virtude da diminuicdo da sua concentracédo, diferente do que
foi observado para o substrato uS2 (galactose). Nessa fase, enquanto a galactose
estd sendo consumida devagar, ha um aumento na velocidade de crescimento
celular. Isso sugere que, com a diminuicdo de glucose no meio fermentativo, o
microrganismo adpatou-se ao meio contendo galactose, utilizando esse
monossacarideo ndo mais para produzir etanol, mas sim para 0 seu crescimento

celular.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos concluiu-se que a alga marinha vermelha H.
musciformis, abundante no litoral cearense, mostrou-se uma potencial fonte
renovavel de biomassa para a producdo de bioetanol. No entanto, demais estudos
sd0 necessarios para otimizar e aperfeicoar o processo produtivo de bioetanol a

partir desses organismos.
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