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Resumo

A macroalga vermelha Kappaphycus alvarezii é rica em carboidratos, porém
contém outras fracfes constituidas de proteinas, inorganicos e aromaticos. O
presente trabalho foi justificado devido ao fato de que o residuo gerado no
processamento de carragena semi-refinada ser menos recalcitrante comparado
a residuos lignocelulésicos. Objetivo: Avaliar o potencial da conversao
enzimatica das fracbes geradas no processamento de carragena oriundo da
macroalga Kappaphycus alvarezii em aglUcares monoméricos fermentesciveis.
Métodos: A parte experimental envolveu a obtencdo de um residuo a partir do
processamento de carragena semi-refinada de K. alvarezii. A fracdo néo tratada
e as fracdes obtidas no processamento foram caracterizadas quimicamente e
hidrolisadas enzimaticamente. Na hidrolise enzimatica foram utilizados extratos
enzimaticos comerciais e um extrato enzimatico obtido a partir de Aspergillus sp.
Resultados: O processamento de carragena semi-refinada e a obtencdo do
residuo foram realizadas com sucesso. Os rendimentos globais de obtencao de
carragena semi-refinada e do residuo foram de 46,8% e 19,2%, respectivamente.
As fracdes, ndo tratada, tratada com KOH, o residuo e a carragena semi-refinada
mostraram teores brutos de 44,8%, 41,5%, 32,7% e 53,6% (galactana), 12,4%,
13,4%, 38,4% e 8,3% (glucana), 15,8%, 14,9%, 8,6% e 18,2% (cinzas) e 12,6%,
13,8%, 8,1% e 13,3% (grupos sulfato), respectivamente. A fracdo do residuo
mostrou ser rica em glucana enquanto a fracdo de carragena semi-refinada rica
em galactanas e cinzas. Os extratos enzimaticos comerciais utilizados foram
caracterizados e mostraram niveis maximos de atividade especifica de celulases
e galactanases de 1,3 FPU.mg'e 0,3 Ul.mg, respectivamente. O extrato obtido
a partir de Aspergillus sp. mostrou niveis maximos de atividade de -
galactosidases e galactanases de 0,3 UL.mL* e 0,2 Ul.mL™, respectivamente. A
hidrolise enzimatica da fracdo de glucana foi eficiente atingindo 100% de
conversao. Entretanto, a fracao de galactana mostrou uma conversdo maxima de
aproximadamente 35%. Apds 72 horas de hidrélise enzimatica, as concentracdes
maximas de glicose e galactose na fracédo do residuo foram de 10 g.L*e 1,2 g.L-
1, respectivamente. Um tratamento com &cido sulfdrico em condicdes brandas,
apos a etapa de hidrdlise enzimética, culminou em uma conversdao maxima da
fracdo de galactana de 47%. Nesta condicdo a concentracdo de galactose no
hidrolisado atingiu 1,6 g.L**. Conclusdo: Em resumo, temos demonstrado um
novo aspecto dentro do conceito de biorrefinarias de K. alvarezii para produzir
nao somente carragena, mas também bioprodutos a partir do hidrolisado oriundo
da fragdo do residuo. Esses avancos podem contribuir para uma melhor
concepcao de estratégias de producdo de biocombustiveis no setor de producéo
de hidrocoloides. Desta forma, esse método poderia ser considerado como um
modelo de producdo de biocombustiveis de quarta geracao.

Palavras-chave: Macroalga, Kappaphycus alvarezii, Residuo, Composi¢ao
guimica, Hidrdlise enzimatica e Bioprodutos.
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Abstract

The red macroalgae Kappaphycus alvarezii is rich in carbohydrates, but contains
other fractions constituted of proteins, inorganic and aromatics. The present study
was justified due to the fact that the residue generated in the processing of
semirefined carrageenan is less recalcitrant compared to lignocellulosic residues.
Objective: Evaluate the potencial of the enzymatic conversion of the fractions
generated in the carrageenan processing from macroalgae Kappaphycus
alvarezii in fermentable monomeric sugars. Methods: The experimental part
involved the obtaining of a residue from the processing of semirefined
carrageenan of K. alvarezii. The untreated fraction and fractions obtained in the
processing were chemically characterized and enzymatically hydrolyzed. In the
enzymatic hydrolysis were used commercial enzymatic extracts and an enzymatic
extract obtained from Aspergillus sp. Results: Processing of semirefined
carrageenan and the recovery of the residue were carried out successfully.
Overall yields of semirefined carrageenan and residue were 46.8% and 19.2%,
respectively. The content of untreated fraction, treated with KOH, residue and
semirefined carrageenan were 44.8%, 41.5%, 32.7% and 53.6% (galactan),
12.4%, 13.4%, 38.4% e 8.3% (glucan), 15.8%, 14.9%, 8.6% and 18.2% (ash) and
12.6%, 13.8% , 8.1% and 13.3% (sulfate groups), respectively. The fraction of
the residue showed to be rich in glucan while the fraction of semirefined
carrageenan rich in galactan and ashes. Commercial enzymatic extracts used
were characterized and maximum values of specific activity of cellulases and
galactanases were 1.3 FPU.mg* and 0.3 IU.mg™?, respectively. Extract obtained
from Aspergillus sp. used characterized and maximum values of specific activity
of B-galactosidase and galactanases were 0.3 IU.mL? and 0.2 IU.mL%,
respectively. The enzymatic hydrolysis of the glucan fraction was efficient
reaching 100% conversion. However, the enzymatic hydrolysis of the galactan
fraction showed a maximum conversion of approximately 35%. After 72 hours of
enzymatic hydrolysis, the maximum concentration of glucose and galactose in the
residue fraction were 10 g.L* and 1.2 g.L%, respectively. A treatment with sulfuric
acid under mild conditions, after the enzymatic hydrolysis step, reaching in a
maximum conversion of the galactan fraction of 47%. In this condition, the
concentration of galactose in the hydrolyzate reached 1.6 g.L"t. Conclusion: In
summary, we have demonstrated a new aspect of the biorefinery of K. alvarezii
for developing not only carrageenan, but also bioproducts starting of the
hydrolyzate from residue. Such insights can further advances this hydrocolloid
sector towards better design of biofuel production strategies. Therefore, this
method would be a fourth generation model for the production of biofuels.

Keywords: Macroalgae, Kappaphycus alvarezii, Residue, Chemical composition,
Enzymatic hydrolysis and Bioproducts.
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1. Introducéao

Os biocombustiveis representam um tema de grande repercussao global
devido a atual dependéncia de derivados do petréleo para a producéo de energia
e sua consequéncia nas mudancas climaticas do planeta. Nesse cenério, o Brasil
tem uma excelente oportunidade para atuar em novas matrizes energéticas
associadas a producdo de combustiveis e produtos quimicos através de fontes
renovaveis. Atualmente, grandes quantidades de etanol sdo produzidas a partir
da sacarose e/ou melaco de cana de acucar, e materiais lignocelulésicos, sendo
gue este Ultimo tem muitas vantagens em termos de disponibilidade de recursos,
considerando a grande quantidade de materiais lignoceluldsicos produzidos por
atividades florestais e de agricultura. Entretanto, os materiais lignocelulésicos séo
muito recalcitrantes frente a hidrélise enzimatica de polissacarideos, sendo
necessario primeiro um pré-tratamento quimico do material e posteriormente a
hidrolise enzimatica para conversées acima de 30% (1). Outra fonte renovavel
gue pode ser utilizada para a producdo de biocombustiveis sdo as algas, que
também podem ser cultivadas em grandes quantidades no Brasil. As algas séo
plantas terrestres e aquaticas e muitas espécies contém altos teores de
carboidratos e baixo contetdo de lignina e no futuro proximo essa fonte se tornara
essencial para 0 uso em processos biotecnoldgicos de fermentacdo (2—6). Além
disso, algumas espécies de algas também contém lipideos que podem ser pré-

extraidos e utilizados para a producéo de biodiesel (7).

20



O baixo conteudo de lignina em algas faz com que os polissacarideos sejam
mais acessiveis a tratamentos quimicos e enziméticos o que torna as algas
menos recalcitrantes do que as plantas terrestres (2,5,8,9). As algas também
produzem mais oxigénio do que utilizam na respiracdo, ao contrario das plantas
terrestres. Desta forma, as algas tém um ganho ambiental que pode ser
convertido em um ganho econdmico com a comercializacdo de créditos de
carbono. Além disso, em média as algas tém uma produtividade de 22 kg.m?.ano
! (dados em base seca) superiores as plantas terrestres que tem uma
produtividade média de 0,5-4,4 kg.m?.ano! (dados em base seca) (2,10).

Nesse contexto, 0 presente projeto teve como objetivo estudar a viabilidade
da hidrolise enzimatica da fracdo polissacaridica do residuo de Kappaphycus
alvarezii (gerado ap0s o0 processo de extracdo de carragena) para produzir
acucares monomeéricos fermentesciveis. A seguir sera apresentada uma revisao

bibliografica sobre o estado da arte do tema abordado no projeto.
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2. Reviséo bibliografica

2.1. Cultivos de macroalgas e producéo comercial de carragena

A carragena kappa € um importante hidrofilico coloide (hidrocoloide) que se
acumula em numerosas espécies de macroalgas vermelhas. A industria global
de carragena foi avaliada em 762,35 milhdes de délares em 2016. O maior
produtor de carragena é Filipinas, que representa cerca do 77% da oferta
mundial. O valor do mercado para carragena na Asia-Pacifico é extremamente
maior em comparacgao com os mercados da América do Norte e Europa. A China
€ o principal exportador de carragena para Estados Unidos e Europa. A producéo
mundial de carragena excedeu de 56 mil toneladas em 2013 e tem um mercado
muito competitivo na Argentina, Canada, Chile, Dinamarca, Franca, Japao,
México, Marrocos, Portugal, Coreia do Sul, Espanha, Russia e Estados Unidos.
O mercado da carragena teve uma taxa de crescimento anual composta (CAGR)
de 5,2% nos anos 2013 a 2016 (11-15).

Na industria de alimentos a carragena € utilizada principalmente como um
agente estabilizante e espessante. Nos Estados Unidos a principal aplicacédo é
na industria do chocolate, utilizando a carragena para manter o chocolate em
suspensdo. A carragena € utilizada também na industria farmacéutica, de
cosmeéticos e em outros segmentos (11-15).

Cultivos comerciais de macroalgas vermelhas (principalmente de K.

alvarezii) foram iniciados em meados de 1970 nas Filipinas e desde entdo tem

sido transferido com sucesso para a Indonésia, Tanzania, Vietnam e algumas
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ilhas do pacifico, sendo responsaveis por mais de 88% da produc¢do industrial
mundial de carragena. A introducao de K. alvarezii no Brasil ocorreu em 1995 em
Ubatuba-SP e em 1998 no estado do Rio de Janeiro. Apds o ano de 2008 foi
permitida a producédo comercial de K. alvarezii pelo governo brasileiro na baia de
Sepetiba-RJ, onde encontram-se, aproximadamente, 30 fazendas de cultivo. No
Brasil a producdo de carragena é inferior a 10 toneladas por ano. Parte da
producdo de carragena no Brasil € obtida de bancos naturais de Hypnea
musciformis, porém esses bancos sao limitados e o cultivo de H. musciformis nédo
foi desenvolvido com sucesso, consequentemente o Brasil importa anualmente 1
tonelada de carragena e 2 toneladas de K. alvarezii das Filipinas (11-14).

As macroalgas sdo cultivadas comercialmente para a extracdo de
carragena através de técnicas de aquacultura, (cultivo de organismos aquaticos).
O principal método de cultivo de macroalgas é o sistema de balsa ancorada
(Figura 1). Esse sistema consiste em uma balsa ancorada na superficie da agua
com 0,5m a 1,0 m de profundidade. A balsa ancorada € dividida em modulos que
contém tubos de PVC (policloreto de polivinila) fechados em sua extremidade
(Figura 1). Sob cada médulo € amarrada uma rede de nylon. Os maddulos
principais também podem ser divididos em mddulos secundarios (Figura 1). Ao
longo dos modulos sdo alinhadas linhas de nylon com um espacamento
adequado entre elas para amarrar 0s brotos em crescimento vegetativo das
macroalgas, sistema conhecido como “TIE-TIE” (sistema de amarragao) (Figura

1) (11-14).
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Figura 1. Esquema de balsa ancorada utilizada para cultivos de Kappaphycus

alvarezii. Sistema conhecido como “TIE — TIE” ou sistema de amarragao (13).

2.2. Classificagcao, ultraestrutura e morfologia celular de macroalgas

As algas sao plantas aquaticas ou terrestres e existem em uma grande
variedade de espécies que vivem em varios tipos de ambientes. Elas podem ser
autotroficas ou heterotroficas. As algas autotrdficas sdo fotossintetizantes e
utilizam a luz solar para fixar o carbono inorganico da atmosfera (CO2). O carbono
assimilado é transformado em moléculas organicas mais complexas (como, por
exemplo, os carboidratos) e utilizado como reserva alimentar ou como
constituinte estrutural da parede celular da planta. As algas heterotréficas sédo
capazes de assimilar pequenas moléculas organicas que sao transformadas em

compostos mais complexos como lipideos, carboidratos e proteinas (5).
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Geralmente as algas sado agrupadas em duas categorias: microalgas e
macroalgas baseando-se em sua morfologia e tamanho. As microalgas sao
organismos microscopios, unicelulares e fotossintetizantes. As macroalgas séo
compostas de multiplas células organizadas em estruturas semelhantes a raizes,
talo e folhas de plantas superiores. As algas também podem ser divididas em
classes: verdes, pardas e vermelhas. A classe das algas pardas contém apenas
macroalgas (pluricelulares). Entretanto, a classe das algas verdes e vermelhas
contém ambos os tipos unicelulares e pluricelulares (5,6,16).

Macroalgas como, por exemplo, Calliarthron Thalli contém em sua parede
celular carbonato de célcio. As regides calcificadas sdo denominadas de
“intergeniculum” e as regibes que ndo contém carbonato de calcio s&o
denominadas de “geniculum” (Figura 2A-C). As regides periféricas da geniculum
contém células com paredes celulares mais espessas (maduras - Figura 2C e
1E) enquanto na regido central da geniculum as células tém paredes celulares
mais finas (imaturas- Figura 2C e 2D) (3).

Imagens de microscopia eletronica de transmissao na direcao transversal
e longitudinal da parede celular de C. Thalli mostram a deposi¢cdo da lamela
média (M), parede celular priméria (P) e distintas paredes celulares secundarias
(S1) nas células de geniculum maduras e imaturas, sendo notavel na geniculum
madura (Figura 2D-E) (3). As regides da intergeniculum contém apenas a parede
celular primaria ndo sendo encontrada parede celular secundaria (Figura 2F).
Paredes celulares secundarias também néo tém sido descritas na literatura em

algas vermelhas (3). Nos lignoceluldsicos, a maior parte da lignina se encontra
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nas paredes celulares secundarias (17). A auséncia desta parede nas algas

vermelhas pode explicar o baixo teor de lignina na sua composigao (Figura 2).

Longitudinal Transvgrsal

Longitudinal

Calliarthron geniculum

.
3 v e y
'W
- -—

Calliarthron intergeniculum

Figura 2. Morfologia e ultraestrutura de Calliarthron Thalli com pontuacdes
flexiveis denominadas geniculum e separado por segmentos calcificados
denominados intergeniculum. (A) Aspecto geral, (B) secdo longitudinal (vista
sobre luz UV) e (C) secéo transversal de geniculum. (D) Célula genicular imatura
com parede celular primaria desenvolvida e parede celular secundaria
desprezivel. (E) Célula genicular madura com parede secundaria mais espessa,
(F) Célula intergenicular contendo apenas parede celular priméria. Abreviacoes:
cen=células; gc=células geniculares; igc=células intergeniculares; ceri=células
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geniculares centrais; peri=células geniculares periféricas; cl=cloroplastos;
M=lamela média; P=parede celular primaria; S1=parede celular secundaria. A

barra de escala representa 1 mm (A e B), 10 mm (C) e 0.5 mm (D-F).

A figura 3 mostra a microscopia eletrénica de transmisséo de uma célula de
fibora de planta terrestre do género Arapdopsis que pertence a familia
Brassicaceae (que incluem as couves e mostardas). A microscopia mostra uma
parede celular secundaria mais desenvolvida e com subcamadas visuais (parede
secundaria S1, S2 e S3) e uma parede celular primaria mais fina quando

comparado a parede celular de C. Thalli (Figura 2D e 2E) (3).

Arabidopsis

)
|

Figura 3. Morfologia e ultraestrutura de Arapdopsis. (A e B) secao transversal
da fibra com barra de escala de 0,5 mm. M=lamela média; P=parede celular

primaria; S1-S2-S3= camadas da parede celular secundaria.

2.3. Composigao quimica de macroalgas
As macroalgas contém carboidratos, lipideos, proteinas, cinzas e
aromaticos (3,6,18). A composicdo quimica de macroalgas pode ser muito

variavel dependendo das classes e espécies avaliadas (6).
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2.3.1. Carboidratos

Muitos tipos de carboidratos poliméricos sdo encontrados em macroalgas.
Os principais tipos de carboidratos que comp6em as macroalgas pardas séo a
laminarina (polissacarideo de cadeia linear consistindo de unidades de glicose
conectados por ligagdes do tipo B-1-3 com poucas ramificacdes conectadas
através de ligagdes do tipo B-1-6), manitol (um tipo de acucar alcool) e celulose
(polissacarideo de cadeia linear consistindo de unidades de glicose conectados
por ligagdes do tipo B-1-4). As macroalgas pardas podem conter ainda o alginato
(polimero de cadeia linear consistindo de unidades de acido B-D-manurénico e
a-D-gulurdnico conectados por ligagdes do tipo 1-4) (Figura 4 e Tabela 1) (6). As
macroalgas vermelhas contém Agar (polissacarideo de cadeia linear consistindo
de unidades de B-D-galactose e 3-6-a-L-anidrogalactose conectados em ligacoes
do tipo 1-4 alternadas em ligac6es do tipo 1-3), carragena (polissacarideo linear
consistindo de unidades de (B-D-galactose-4-sulfato e 3-6-a-D-anidrogalactose-
2-sulfato conectados em ligacdes do tipo 1-4 alternadas em ligacdes do tipo 1-3)
e celulose (Figura 4 e Tabela 1) (6).

As macroalgas verdes contém amido (polissacarideo linear e ramificado
consistindo de unidades de glicose conectadas atraveés de ligagdes do tipo a-1-4
e a-1-6), pectina (polimero consistindo de unidades de &cido galacturénico

interrompidas por unidades de L-ramnose) e celulose (Figura 4 e Tabela 1) (6).
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Figura 4. Informacao estrutural dos principais polissacarideos encontrados em

macroalgas (6).

Tabela 1. Tipos de carboidratos e carboidratos totais (% massa/massa de

biomassa seca) de algumas classes e espécies de macroalgas (6,19-22).

Carboidratos Referéncia

Tipos de .
Algas Classes carboidratos totais

(%)

Gelidium amanssi Agar, carragena, 75,2 (22)
Vermelha celulose
Kappaphy_(_:us Celulose, 554-78.3 (29)
alvarezii carragena

Laminaria jap6nica Laminarina, 51,9 (20)
Sargassum Marrom manitol, alginato, 39.6 (20)

fulvellum celulose '
Ulva lactuca . 54,3 (20)
Ulva pertusa Verde Amido, celulose 652 (21)
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2.3.2. Proteinas, lipideos e cinzas

O teor de proteinas em macroalgas € também variavel dependendo das
espécies avaliadas. Em média o teor de proteinas em macroalgas é de 12% (%
massa/massa, biomassa seca) (Tabela 2) (6,18). O conteudo de lipideos é
também varidvel dependendo das espécies avaliadas. Os lipideos podem ser
extraidos da biomassa e utilizados para a producdo de biodiesel. Em média o
teor de lipideos em macroalgas é de 5% (% massa/massa, biomassa seca)
(Tabela 2) (6,7,18). O conteudo de cinzas em macroalgas também é bastante
variavel dependendo das espécies avaliadas. Compostos quimicos inorganicos
sdo comuns de serem encontrados em macroalgas. O teor de cinzas é maior nas
macroalgas pardas (em média 35%) seguido pelas macroalgas verdes (em média
22%) e macroalgas vermelhas (em média 6%) (% massa/massa, biomassa seca)

(Tabela 2) (6,18).

Tabela 2. Teores de lipideos, proteinas e cinzas (% massa/massa de biomassa

seca) de algumas classes e espécies de macroalgas (6).

Algas Classes Lipidios Proteinas Cinzas

(%) (%) (%)
Gelidium amanssi Vermelha 0,6 18,5 5,7
Gelidium amanssi 1,1 13,1 8,6
Gelidium amanssi 0,9 12,2 3,3
Laminaria japonica Parda 1,8 14,8 31,5
Laminaria japonica 1,5 8,1 30,9
Sargassum fulvellum 1,4 13,0 46,0
Ulva lactuca Verde 6,2 20,6 18,9
Ulva pertusa 2,6 7,0 25,2
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Segundo o reportado por Meinita et al (19), K. alvarezii apresenta teores de
proteina entre 2,3% e 5,4%, de lipidios entre 0,6% e 0,9%, e cinzas entre 12,6%

e 19,5%.

2.3.3. Arométicos

Recentemente a deteccdo de compostos aromaticos em paredes celulares
de macroalgas vem sendo avaliada. Martone et al. (3) demonstraram através da
técnica de DFRC (do inglés - Derivatization followed by reductive cleavage) que
paredes celulares de C. thalli contém componentes derivados de reacfes
radicalares de acoplamento de alcodis hidroxicinamicos (monolignols) que sdo
componentes precursores da formacdo da lignina e sao utlizados para
caracterizar ligninas de plantas terrestres. O método de DRFC é considerado
como um diagndstico de lignina, pois esse método cliva apenas as ligacdes do
tipo B-aril-éter de monolignols acetilados. A aplicacdo do método de DFRC em C.
Thalli mostrou a presenca de acetatos oriundos de alcoodis p-cumaril, coniferil e
sinapilico (monémeros de DFRC), tipicamente derivados de unidades de p-
hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S). Os acetatos de p-cumaril, coniferil e
sinapilico sdo comumente encontrados em fibras de plantas terrestres apos a
aplicacdo do método de DFRC (3).

Para cada grama de biomassa de C. Thalli genicula foi obtido
aproximadamente 0.25 mg de monémeros de DFRC (razdo molar H:G:S =

1:1.5:tracos) e a intergenicula ndo calcificada foi obtido 0.19 mg de monémeros
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de DFRC (razdo molar H:G:S =1:2.4:0.1). O rendimento de mon6meros de DFRC
de gimnosperma (Pine loblolly) foi de 50 mg por grama de biomassa e
essencialmente 100% (G). Arabidopsis mostrou um rendimento de DFRC de 20
mg por grama de biomassa (razdo molar HGS = tracos: 4:1) (3).

Yaich et al. (18) quantificaram o teor de aromaticos em biomassa da
macroalga Ulva lactuca pelo método de lignina Klason (lignina insoluvel). O teor
de aromaticos foi de 1.5% (% massa/massa de biomassa seca). Wi et al. (2)
mostraram a presenca de 1.5% de aromaticos insoluveis e 3.2% de aromaticos
soluveis (% massa/massa de biomassa seca) em biomassa da macroalga
Gelidium amanssi. Entretanto, os teores médios de lignina total em
gimnospermas e angiospermas sdo em média de 30% e o de canas de agucares

de 20% (9,23,24).

2.4. Hidrdlise acida e enzimatica de celulose

A celulose pode ser hidrolisada em residuos de glicose por tratamento
enzimatico ou &cido. Existem algumas propriedades fisico-quimicas que
dificultam a hidrolise enzimatica e podem ser entendidos. No caso da hidrdlise
acida, condicdes de reacdes mais severas sao necessarias (altas temperaturas
e concentracdes de acido). Isso significa que parte dos agucares liberados dos
polissacarideos sédo degradados antes do final da hidrélise 4cida. Além disso, a
hidrélise quimica pode promover a formagdo de pequenas quantidades de

compostos que inibem subsequentes fermentagbes. No caso da hidrélise
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enzimatica, a reacdo é realizada sob condicdes mais amenas, porém requer
tempos mais longos de tratamento (até 72 horas) (25).

A acessibilidade de enzimas para o substrato é critica durante a hidrélise
enzimatica. Adicionalmente, adsor¢cdo de celulases na superficie do substrato
também tem uma importante funcao (26). Celulases que adsorvem no substrato
ampliam sua extensdo mostrando um aumento na velocidade de hidrolise da
celulose cristalina comparada a celulases que adsorvem menos fortemente. A
descoberta de dominios de ligacao para celulose (CBDs) em algumas enzimas
celuloliticas explica em parte as diferencas da habilidade de celulases em
adsorver na celulose (27). Uma correlagdo entre a hidrofobicidade de
endoglucanases e sua habilidade em adsorver na celulose tem sido reportado
(28). Certamente, a hidrofobicidade da lignina também pode favorecer a
adsorcdo de celulases. Durante o tratamento enzimatico do material
lignoceluldsico com celulases, acima de 70% do total da enzima adicionada pode
nao ser produtiva devido a adsorcdo na lignina (29-31). A literatura tem
reportado um contetdo desprezivel de lignina e/ou aromaticos em biomassa de
macroalgas (2-6). Desta forma, celulases podem ser mais efetivas nesta
biomassa devido a menor probabilidade de adsorcdo improdutiva da enzima.

Para uma eficiente hidrélise da celulose é necessaria a acao sinérgica de
enzimas, divididas em trés grupos principais: endo-1,4-B-D-glucanases (EC
3.2.1.4), que clivam aleatoriamente o interior da cadeia de celulose; exo-1,4-3-D-
glucanases, ou celobiohidrolases (CBH) (EC 3.2.1.91), que clivam as

extremidades redutoras e nao redutoras da cadeia de celulose e liberam
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unidades de celobiose; e 1,4-B-D-glicosidases, ou celobiases, (EC 3.2.1.21), que
hidrolisam a celobiose em glicose, além de clivarem oligossacarideos. Os trés
grupos catalisam a hidrélise de ligagdes B-1,4 glicosidicas, e atuam
sinergicamente, criando novos sitios para hidrolise, além de reduzir a inibicao
pelo produto (32,33) (Figura 5).
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Figura 5. Modo de acgéo das enzimas do complexo celulolitico de Trichoderma

reesei (26).

2.5. Obtencao de galactanases e hidrolise enzimatica de galactana
Carragenas séo galactanas lineares sulfatadas presentes na parede celular
de macroalgas vermelhas (Rhodophyta) (34). A carragena pode ser degradada

utilizando tratamento &cido (35), ou hidrélise enzimética (36,37). Carragenases
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sdo enzimas que clivam especificamente as ligacdes glicosidicas das
carragenas, sao ferramentas poderosas para pesquisa estrutural de carragenas,
pois reduzem drasticamente a viscosidade de uma suspensdo concentrada de
carragenas (37).

As enzimas galactanases tem potencial como importantes enzimas na
converséao de polissacarideos a hexoses e podem ser utilizadas para hidrolisar
cadeias de galactanas presentes na biomassa da macroalga K. alvarezii (38).
Algumas variedades de microrganismos mesofilos produzem galactanases.
Sclerotium rolfsii, Rhizopus niveus e espécies de Aspergillus produzem uma
combinacdo de galactanases e mananases (38). Yamaguchi et al (39),
mostraram a purificagdo da enzima endo-f-1,4-D-galactanase a partir de uma
preparacdo comercial de enzimas de Aspergillus niger (Cellulase A Amano 3 -

Amano Pharmaceutical Co., Ltd., Nagoya, Japan).
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3. Objetivo

O objetivo principal foi estudar o potencial da conversdo enzimatica das
fracbes geradas no processamento de carragena oriundo da macroalga
Kappaphycus alvarezii em acucares monomericos fermentesciveis. A seguir sdo

apresentados os objetivos especificos do projeto:

e Processamento da biomassa de K. alvarezii a fim de obter as seguintes
fracbes para os estudos posteriores: ndo tratada, tratada com KOH,

carragena semi-refinada e o residuo insolavel;

e Determinacdo da composi¢cdo quimica (cinzas, aromaticos insoluveis,

carboidratos, grupos sulfato e proteinas) das fracfes em estudo;

e Obter um extrato enzimatico com atividade de galactanases e -

galactosidases a partir do fungo Aspergillus sp.;

e Determinar as atividades enzimaticas (celulases e galactanases) presentes

em extratos comerciais e extratos obtidos a partir do fungo Aspergillus sp.;

e Hidrolisar enzimaticamente as fracdes em estudo (amostra ndo tratada,

tratada com KOH e o residuo) com o0s extratos descritos anteriormente e

avaliar o potencial de producado de acUcares fermentesciveis;
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Elaborar modelos mateméticos da cinética da hidrélise enzimatica da fracédo

do residuo;

Realizar um tratamento térmico com acido (em condicGes brandas) apos a
hidrolise enzimatica melhor sucedida e avaliar o potencial de producéo de

acucares fermentesciveis;
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4. Material e Métodos
A Figura 6 mostra um fluxograma geral das etapas envolvidas no projeto. Os

detalhes de cada etapa sdo descritos a seguir.

(K. alvarezii)

!

[ Material bruto ]
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diferentes [ HIO_Irollge ]
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Figura 6. Fluxograma geral das etapas desenvolvidas no projeto.

4.1. Obtencdo do material bruto e geracéo das fracbes de K. alvarezii

Para o presente estudo foram utilizadas 4 diferentes cepas da macroalga
K. alvarezii. As cepas da macroalga foram obtidas em colaboragcdo com o grupo
de pesquisa do Instituto de Pesca da secretaria do governo do estado de Séo
Paulo, Ubatuba-SP. Foram utilizadas as seguintes cepas da macroalga, como se
segue: marrom, vermelha, verde e G11. As 4 diferentes cepas da macroalga K.

alvarezii foram cultivadas no oceano atlantico no campo experimental na praia do
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Itagud, Ubatuba, SP, Brasil (coordenadas GPS 23°27'5,8"Sul; 45°02'49,3"Oeste)

no Instituto de Pesca (Figura 7).

Figura 7. Sistema de cultivos experimental de K. alvarezii no oceano atlantico
na praia do Itagua, Ubatuba, SP, Brasil, (coordenadas GPS 23°27'5,8"Sul;

45°02'49,3"Oeste).

A estrutura utilizada para cultivar as cepas da macroalga consistiu de uma
balsa ancorada na baia (11,13). A balsa ancorada de 9,0m x 2,5m (22,5m?)
continha 3 modulos principais de 3,0m x 2,5m (7,5m?) munidos de tubos de
policloroeteno (PVC) fechados em suas extremidades. Uma rede de linhas de
nylon com largura de 60 mesh foi utilizada sob a balsa para evitar perda de brotos
das cepas em estudo. Cada modulo principal foi dividido em 5 mddulos
secundarios de 0,6m x 2,5m (1,5m?). Cada médulo secundario foi composto por
uma linha de nylon de 2,5m que foi utilizada para amarrar as macroalgas de cada
cepa em estudo que foram cultivadas (método conhecido como “TIE-TIE”). 10
brotos em crescimento vegetativo de cada cepa em estudo contendo cada uma

aproximadamente 70g (dados em base Umida) foram previamente pesados e
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amarrados em uma linha de nylon em um modulo secundério na superficie da
Agua do mar, o que proporcionou uma densidade de 6,7 plantas por m? de cultivo.
Os cultivos das cepas em estudo permaneceram na estrutura por 30 dias. Apos
30 dias de cultivo as cepas em estudo foram retiradas da estrutura, misturadas e

homogeneizadas.

4.1.1. Preparo da biomassa de K. alvarezii

A biomassa misturada e homogeneizada das 4 cepas de K. alvarezii foi
seca a temperatura ambiente. A biomassa foi lavada com agua destilada sob
agitacdo em béquer de polipropileno de 10L por 45min na propor¢cédo de 100g
(base seca) de biomassa de macroalga para 2,8L de agua destilada. Apés esse
periodo a solucdo oriunda da biomassa foi removida por meio de uma peneira
com malha de 1mm. A condutividade elétrica da solucdo foi monitorada
(condutivimetro portatil). A lavagem foi repetida até a solucdo de lavagem oriunda
da biomassa indicar uma condutividade elétrica similar a agua destilada. Apés as
lavagens a amostra foi seca novamente a temperatura ambiente. Esse material

foi denominado de amostra nao tratada.

4.1.2. Tratamento quimico do material com hidroxido de potassio
A Figura 8 mostra um fluxograma geral das etapas envolvidas na obtencéo
das diferentes fracdes de K. alvarezii. Os detalhes de cada etapa séo descritos a

sequir.
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Figura 8. Fluxograma das etapas de obtencdo das diferentes fracdes de

Kappaphycus alvarezii.

Aproximadamente 35g (dados em base seca) de biomassa nédo tratada
foram colocadas em um béquer de polipropileno de 4L contendo 100mL de
solucdo de KOH 6% (massa/volume). O recipiente foi fechado e mantido a
temperatura ambiente (25°C) por 24h. ApGs esse periodo a solucdo alcalina foi
removida por meio de uma peneira com malha de Imm e os mesmos recipientes
contendo os fragmentos da macroalga ainda embebidos na solucdo alcalina
foram fechados e expostos ao sol por 1 dia para o branqueamento. A biomassa
apOs o branqueamento foi lavada durante 45min utilizando 285mL de agua
destilada por cada 100g (base seca) de biomassa (0 processo foi repetido por 5
vezes) para neutralizagdo do alcali e posteriormente secas em estufa a 40°C. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

41



Essa biomassa foi denominada de macroalga tratada em solucao alcalina a
frio (ATF) (13,14). Foi calculado o rendimento da biomassa da macroalga tratada
considerando a massa seca da biomassa da macroalga néo tratada, com a que

se iniciou o tratamento quimico, como 100%.

4.1.3. Extracdo de carragena e obtencdo do residuo

Aproximadamente 4g (dados em base seca) de biomassa de macroalga
tratada em solucéo alcalina a frio (ATF) foram colocadas em frascos Erlenmeyer
de 2L e embebidas em 640 ml de agua destilada. Posteriormente os frascos
foram colocados em um shaker a 65°C com uma agitagéo de 120rpm por 2h. Ao
final da extracéo a suspenséo obtida foi filtrada em um sistema a vacuo composto
por um Kitassato de 1L e um funil de biichner dotado de um filtro de nylon.
Posteriormente a parte que passou pelo filtro foi seca em estufa a 40°C até a
obtencdo de massa constante. Essa biomassa foi denominada de carragena
semi-refinada (13,14). O residuo retido no filtro foi lavado com agua destilada e
seco em estufa a 40°C até a obtencdo de massa constante. A carragena e 0
residuo foram pesados. Os experimentos foram realizados em triplicata. Foram
calculados os rendimentos de carragena semi-refinada e residuo considerando a
massa seca da biomassa da macroalga tratada, com a que se iniciou a extragao,
como 100%. Foram também calculados o rendimento global de carragena semi-
refinada e residuo considerando como 100% a massa seca da biomassa da

macroalga nao tratada com a que se iniciou 0 processo.
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4.2. Composicdo quimica das amostras de macroalgas

As amostras geradas nos processamentos descritos nos itens 3.1.2 e 3.1.3
foram caracterizadas quimicamente. As amostras foram as seguintes, como se
segue: (a) biomassa obtida apds a lavagem com agua a frio (ndo tratada), (b)
biomassa obtida apds o tratamento quimico (tratada com KOH), (c) residuo e (d)
carragena semi-refinada. Uma carragena comercial (C1013-100G, Lot#
SLBK3896V, Sigma) também foi caracterizada. Todas as amostras foram

previamente moidas em moinho de facas (0,84 mm).

4.2.1. Teor de cinzas
Cadinhos de porcelana foram colocados em um forno de mufla a 575 + 25°C
por 180 minutos utilizando uma rampa de aquecimento com a seguinte
programacao (40):
e Aumentar a temperatura até 105°C
e Manter a 105°C por 12 minutos
e Aumentar até 250°C em intervalos de 10°C / minuto
e Manter a 250°C por 30 minutos
e Aumentar até 575°C em intervalos de 20°C / minutos
e Manter a 575°C por 180 minutos
e Deixar a temperatura cair até 105°C
Entdo, os cadinhos foram retirados do forno de mufla e colocados em um

dessecador com silica para o resfriamento a temperatura ambiente (25°C). Apds
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1h (aproximadamente) os cadinhos foram pesados. Posteriormente, foram
pesados aproximadamente 1g (dados em base seca) das amostras, colocadas
nos cadinhos e levadas ao forno de mufla novamente. O forno de mufla foi ligado
e se utilizou a mesma rampa de aquecimento mostrada acima. Os cadinhos
permaneceram no forno de mufla por 3h apds a temperatura atingir 575 + 25°C.
Apo6s o término de 3h, os cadinhos foram mantidos no forno de mufla até a
temperatura atingir aproximadamente 105°C. Os cadinhos foram retirados do
forno de mufla e colocados em um dessecador munido com silica para o
resfriamento a temperatura ambiente (25°C). Ap6s 1h (aproximadamente) os
cadinhos foram pesados e a diferenca entre os pesos resultou no teor de cinzas.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (40).

4.2.2. Teores de carboidratos e compostos aromaticos insollveis

As amostras foram hidrolisadas com &cido sulfurico 72% (massa/massa)
(9,41). Porcoes de cerca de 300mg (dados em base seca) das amostras foram
tratadas com 3mL de &cido sulfarico 72% (massa/massa) por 1h a 30°C. Em
seguida, o contetdo dos tubos de ensaio foi transferido, quantitativamente, para
frascos Erlenmeyer de 250mL com auxilio de 79mL de agua destilada. A mistura
foi autoclavada por 1h, a 121°C, resfriada e filtrada em filtros de vidro sinterizados
de porosidade numero 3 (Schott, Alemanha) (previamente secos em estufa a
105°C por 2h, esfriados em dessecador munido com silica a temperatura de 25°C

e pesados). O material retido foi lavado, com 2 por¢des de 5mL de agua, e seco
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em estufa a 60°C por 12h. Posteriormente o material retido foi seco a 105°C por
2h, resfriado em dessecador munido com silica a temperatura de 25°C e pesado.
O material retido nos filtros de vidro sinterizados correspondeu aos aroméaticos
insolaveis. Para a deteccdo dos acucares monoméricos uma pequena aliquota
do filtrado foi passada através de membranas de 0,45um e na sequencia passado
através de cartuchos do tipo SEP-PACK Cis e injetados em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A andlise cromatografica foi feita,
utilizando-se uma coluna BIORAD AMINEX HPX-87P, com &agua Milli-Q como
eluente a 0,6 mL.min! a 80°C e deteccéo por indice de refracdo a temperatura
de 60°C (Shimadzu, modelo C- R7A), a fim de detectar glicose, galactose, xilose
e manose nas amostras em estudo. As amostras também foram analisadas em
uma coluna BIORAD AMINEX HPX-87H, com acido sulfrico 0,005M como
eluente a um fluxo de 0,6 mL.min! a 80°C e deteccdo por indice de refracédo a
temperatura de 60°C. Nesta ultima coluna foram detectados e quantificados
glicose, galactose, acido férmico e &cido levulinico nas amostras em estudo. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Para a quantificacdo foi elaborada
uma curva de calibracdo com padrdes auténticos de glicose (G1008.01.AG, Lot#
86333, Synth), galactose (G0625-100G, Lot# SLBJ2471V, Sigma), acido formico
(FO507-100ML, Lot# SHBF0916V, Sigma) e acido levulinico (W262701-100G-K,
Lot# MKBS8027V, Sigma).

Para o calculo de massa de glucana nas amostras, a massa de
hidroximetilfurfural (HMF) foi multiplicada pelo fator de conversdo em glicose

(1,429) e adicionada a massa de glicose previamente calculada. A massa total
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de glicose foi multiplicada pelo fator de conversao de hidrolise &cida de glicose
para glucana (0,9) e o resultado foi considerado como massa de glucana na
amostra. Para o calculo da massa de galactana foi realizado o seguinte
procedimento: as massas de &cido formico e acido levulinico foram multiplicadas
pelo fator de converséo de &cido formico e acido levulinico para anidrogalactose
(3,523 e 1,396, respectivamente). A massa de galactose foi multiplicada pelo
fator de conversdo de galactose para galactana (0,9). A massa de galactana
oriunda da massa de galactose foi somada a massa de anidrogalactose. A massa

total foi considerada como a massa de galactana na amostra.

4.2.3. Teor de hidroximetilfurfural (HMF)

Para a deteccao e quantificacdo de hidroximetilfurfural (HMF) utilizou-se o
filtrado obtido apés da hidrélise 4cida das amostras em estudo. Para a deteccdo
de HMF uma pequena aliquota do filtrado foi passada através de membranas de
0,45um, o filtrado foi injetado em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (Perkin-Elmer, modelo Flexar), equipado com uma coluna Cis
de 250mm de comprimento e 4mm de didmetro externo (Hypersil; Thermo-
Scientific) utiizando como eluente acetonitrila:dgua (1:8) com 1%
(volume/volume) de &cido acético com um fluxo de 0,8 mL.mint. A andlise foi
realizada a 25°C. O HMF foi detectado a 276nm por meio de um detector UV-

Visivel. Os experimentos foram realizados em triplicata. Para os calculos foi
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elaborada uma curva de calibragdo com padrao autentico de HMF (W501808-

25G-K, Lot# STBD9762V, Sigma).

4.2.4. Teor de proteinas

Para a determinacdo de proteinas nas amostras em estudo foi utilizada a
metodologia de Kjeldahl com modificacdes realizadas pelo NREL (18,42). Foram
pesadas aproximadamente 200mg de amostra em tubos de ensaio, adicionados a
5mL de solugéo digestora (0,0208 mols de selenito de sodio; 0,1506 mols de
sulfato de sddio; 4g de sulfato de cobre pentaidratado; 200mL de acido sulfarico
concentrado e 175mL de 4gua destilada) e deixadas em digestéo a frio (25°C) por
12h. Apoés a digestéo a frio, as amostras foram submetidas a digestdo a quente
em bloco digestor. A temperatura do bloco digestor foi monitorada através de uma
rampa de aquecimento (50°C a cada 30min) até atingir a temperatura maxima de
350°C. Apos a completa digestdo das amostras foi realizada a etapa da destilacéo.
Para isso, foi admitido ao sistema hidroxido de sodio 18M até neutralizacdo do
acido sulfarico nas amostras para, entdo iniciar-se o processo de destilacdo. No
sistema de destilagéo foi colocado, em um frasco Erlenmeyer de 125mL, o volume
de aproximadamente 10mL de solucédo indicadora de acido borico e a destilagao
chegou ao fim assim que o volume no frasco Erlenmeyer atingiu aproximadamente
20mL, entdo essa solucédo foi titulada com uma solucédo padronizada de acido

sulfrico 0,025M. O teor de proteinas foi determinado utilizando um fator de

47



conversao de nitrogénio em proteinas de 6,25. Os experimentos foram realizados

em triplicata.

4.2.5. Teor de grupos sulfato

O conteudo de grupos sulfato foi quantificado utilizando métodos de
espectrofotometria modificados (14). Aproximadamente 0,05g (dados em base
seca) de amostra moida foi pesada e colocada em tubos de ensaio. Um mililitro
de solucéo de HCI 0,5N foi adicionada a cada tubo, os tubos foram tampados com
papel de aluminio e autoclavados a 120°C por 1 hora a 1 atm de pressédo. No fim
da reagdo, a amostra foi transferida a um tubo Falcon de 15mL. Foi adicionada
entdo 4gua ao tubo para se obter um volume final de 10mL seguido de
centrifugagéo a 7000xg por 10min. Assim, 2mL do sobrenadante, 18mL de agua
destilada e 2mL de HCI 0,5N foram colocados em um tubo de ensaio e agitado em
vortex por alguns segundos. Em seguida 1mL de gelatina de BaClz (Difco-
Laboratories, Detroit, EUA) foram adicionados. Os tubos foram mantidos a 25°C
por 30min com agitacdo em vortex e foram tomadas leituras em espectrofotometro

(Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a 550nm.

4.3. Determinacado de proteinas totais em extratos enzimaticos
Todos os extratos enzimaticos utilizados foram dosados frente a presenca
de proteinas totais. Para a determinacgédo foi utilizada a metodologia de Lowry

modificada por Hartree (43). O principio do método baseia-se em uma mistura
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contendo molibdato, tungstato e acido fosforico, (reagente Folin-Ciocalteau), que
sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca do catalisador
cobre (Il), e produz um composto com absor¢do em 660nm. E um método
bastante sensivel e utiliza como reagentes as seguintes solu¢des: solucéo (a):
carbonato de sodio 2% (massa/volume) em hidroxido de sédio 0,1N, Solucéo (b):
tartarato de sodio e potassio 1% (massa/volume) em agua destilada e solucao
(c): Sulfato de cobre 1% (massa/volume) em &gua destilada.

No momento da dosagem, as solugbes a, b e ¢ foram misturadas na
propor¢do de 100:1:1, respectivamente. Aliquotas de O0,1mL de extrato
enzimatico previamente diluido em agua destilada foram adicionadas em 2,5mL,
contendo a mistura das solugdes a, b e ¢ (proporcao 100:1:1, respectivamente).
A mistura foi homogeneizada em vortex mantendo-a em repouso durante 15min
e entdo foi adicionado a 0,25mL de Folin- Ciocalteau (F9252-500ML, Lot#
BCBP1022V, Sigma-Aldrich) 1N, agitando-se em vortex novamente para
completa homogeneizacao. Apos 30min, foram realizadas leituras em 660nm em
espectrofotometro (Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences). Para a
determinacao quantitativa de proteinas foi construida uma curva de calibracéo
utilizando soro de albumina bovina (SBA) como padrédo de proteina bovina (1870.
Lot# 831.354, Inlab). Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados

foram expressos em mg de proteina por mL de extrato enzimatico.
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4.4. Determinacao das atividades enzimaticas em extratos comerciais

A determinacdo das atividades enzimaticas foi realizada para 6 extratos
comerciais, como se segue: Cellic CTec Il (Novozymes), Celluclast (Novozymes),
Cellulase from Trichoderma (Sigma), Pectinase (Sigma), Pectinex Ultra Clear
(Novozymes), Pectinex Smash XXL (Novozymes). Também foi determinada a
atividade enzimatica dos extratos enzimaticos obtidos a partir do fungo

Aspergillus sp. As seguintes determinacdes foram realizadas:

4.4.1. B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada segundo Yu et al (44), através
da liberacao de p-nitrofenol durante a hidrélise do reagente comercial p-nitrofenil-
B-D-glicopiranosideo (pNPG) (N700G-1G, Lot# BCBK3820V, Sigma). Foi
preparada uma solucéo de pNPG 0,1% (massa/volume) em tampéo acetato de
sédio 50mM pH 5,0 e uma aliquota de 0,8mL da solucéo foi adicionada a 0,2mL
do extrato enzimatico devidamente diluido e a mistura foi incubada a 50°C por
30min sem agitacao. ApoOs esse tempo, a reacéo foi interrompida pela adi¢cao de
2mL de bicarbonato de sodio 10% (massa/volume) e a absorbéancia foi medida
em espectrofotometro (Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a 410nm. O
branco foi preparado da mesma forma, adicionando-se, no entanto, o bicarbonato
de sbdio antes do extrato enzimatico. Os valores de absorbéncia foram
convertidos em concentracao de p-nitrofenol utilizando uma curva de calibragcéo

com padrdo auténtico deste. Uma unidade de B-glicosidase foi definida como a
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quantidade de enzima necessaria para liberar um pmol de p-nitrofenol por minuto,

a 50°C.

4.4.2. B-galactosidase

A atividade de B-galactosidase foi determinada com um procedimento
semelhante ao utilizado para atividade de B-glicosidase, através da liberacao de
p-nitrofenol durante a hidrolise do reagente comercial p-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (N1252-5G, Lot# 107K5315, Sigma). Uma unidade de [3-
galactosidase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar

um pmol de p-nitrofenol por minuto, a 50°C.

4.4.3. Endoglucanase

A atividade de endo-1,4-B-glucanase foi determinada segundo Tanaka et al
(45). O método consiste na hidrélise de carboximetilcelulose, resultando na
formacdo de extremidades redutoras, detectadas pelo método do &acido
dinitrossalicilico — DNS (46). Uma aliquota de 0,9mL de solucdo composta por
carboximetilcelulose (C4146-100G, Lot# SLBB3991V, Sigma) 0,44%
(massa/volume, dissolvida em tampédo acetato de sodio 50mM pH 5,5), foi
adicionada a 0,1mL do extrato enzimatico devidamente diluido e a mistura foi
incubada a 50°C por 60min. A reacéo foi interrompida pela adicdo de 1,5mL de
DNS. Os tubos foram fervidos por 5min e a leitura foi feita em espectrofotbmetro

(Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a 540nm. Um controle foi feito
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adicionando DNS antes do extrato enzimatico. O branco foi feito adicionando
agua destilada no lugar do extrato enzimatico. Os valores de absorbancia foram
convertidos em concentracdo de glicose utilizando uma curva de calibragdo com
padrao auténtico de glicose (G1008.01.AG, Lot# 86333, Synth). Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar um

pumol de agucares redutores por minuto, a 50°C.

4.4.4. Exoglucanase

A atividade de exo-1,4-B-glucanase foi determinada segundo Tanaka et al
(45). O método consiste na hidrolise de avicel, resultando na formacéo de
extremidades redutoras, detectadas pelo método do acido dinitrossalicilico —
DNS (46). Uma aliquota de 0,9mL de suspensdo composta por avicel (11365-
1KG, Sigma) 0,5% (massa/volume) em tampdao acetato de sédio 50mM pH 5,0,
foi adicionada a 0,1mL do extrato enzimatico devidamente diluido e a mistura foi
incubada a 50°C por 120min. A reacdao foi interrompida pela adicdo de 1,5mL de
DNS. Os tubos foram fervidos por 5min, seguido de centrifugacao (Excelsa baby
I, FANEM) da suspenséo obtida. O sobrenadante foi recuperado e analisado em
espectrofotometro (Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a 540nm. Um
controle foi feito adicionando DNS antes do extrato enzimatico. O branco foi feito
adicionando agua destilada no lugar do extrato enzimatico. Os valores de
absorbancia foram convertidos em concentracao de glicose utilizando uma curva

de calibragdo com padréo auténtico de glicose (G1008.01.AG, Lot# 86333,
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Synth). Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima

necesséria para liberar um umol de agucares redutores por minuto, a 50°C.

4.4.5. Celulases totais

A atividade de celulases totais foi determinada segundo a metodologia
descrita por Ghose (47). A reacao enziméatica foi conduzida em tubos de ensaio
de 30mL contendo 1mL de tampdao acetato de sodio 50mM, pH 4,8, uma tira de
papel de filtro 1cm x 5cm (aproximadamente 50mg) e 0,5mL de extrato
enzimatico, diluido nas seguintes proporg¢des: 1:100, 1:200, 1:300 e 1:400. Os
tubos de ensaios foram aquecidos em banho maria a 50°C por 60min. Apés esse
tempo, adicionou-se 3mL de DNS e a mistura foi fervida por 5min (46). Foram
adicionados entdo 20mL de 4gua destilada em cada tubo e agitou-se a mistura
em vortex para sua completa homogeneizacao. A leitura da absorbancia foi feita
em espectrofotdmetro (Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a 540nm.
Foram feitos controles para cada diluicdo, adicionando o reagente de DNS antes
do extrato enzimatico. Para o branco foi adicionada agua destilada no lugar da
amostra. Os valores de absorbéancia foram convertidos em massa de glicose
através de curva de calibracdo com padréo autentico de glicose e usados para
construir um gréafico correlacionando o inverso das diluicdes do extrato
enzimatico versus a quantidade de glicose liberada. A equacéo da reta obtida foi
usada para determinar o valor da diluicdo da enzima que correspondesse a

liberagdo de 2,0mg de glicose. O valor de 0,37 foi dividido por esse valor de
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diluicdo e o resultado obtido foi definido como atividade de celulases totais do
extrato em FPU.mL1. Uma curva de calibracéo foi usada no céalculo da atividade
de FPU e foi preparada a partir de uma solucéo padrao de glicose (G1008.01.AG,
Lot# 86333, Synth) de 10 mg.mL?. Aliquotas de 1mL dessa solucdo foram
adicionados a tubos de ensaio de 30mL com diferentes volumes de tampé&o
acetato de sédio 50mM, pH 4,8 (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0) o que culminou nas seguintes
concentragdes de glicose (6,7, 5,0, 3.3 e 2,0 mg.mL%, respectivamente). De cada
solucéo obtida foram adicionados 0,5mL de padrdo, 1mL de tampao acetato de
sédio 50mM, pH 4,8, 3mL de DNS e fervidos por 5min. Apés a etapa de fervura
foram adicionados entdo 20mL de &gua destilada em cada tubo, agitando-se a
mistura em vortex para completa homogeneizacédo. A leitura da absorbancia foi
feita em espectrofotometro (Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) a
540nm.

Para os extratos enzimaticos obtidos a partir do fungo Aspergillus sp., ndo
se utilizou o método de determinacéo de celulases totais descrito acima, pois 0s
extratos obtidos através dos cultivos de Aspergillus sp. ndo continham um nivel
suficiente de atividade de celulases, assim ndo sendo possivel detectar
atividades em diferentes diluicbes dos extratos enzimaticos. Desta forma, a
reacdo enzimética foi conduzida em tubos de ensaio de 30mL contendo 1,2mL
de tampéo acetato de s6dio 50mM, pH 4,8, uma tira de papel de filtro 1cm x 5cm
(aproximadamente 50mg) e 0,3mL de extrato enzimatico sem diluicao prévia. Foi

feito um controle adicionando o reagente de DNS antes do extrato enzimatico.
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Para o branco foi adicionada agua destilada no lugar da amostra. Uma nova curva

de calibracéo foi construida considerando as condi¢6es do método modificado.

4.4.6. Galactanases totais

As atividades de galactanases totais foram determinadas utilizando um
volume de 0,9mL de suspensao de carragena comercial 0,5% (massa/volume)
(C1013-100G, Lot# SLBK3896V, Sigma) como substrato em tampao acetato de
sédio 50mM (pH 5,5) adicionado a 0,1mL de extrato enzimatico. A mistura foi
incubada a 50°C por 60min. A reacao foi interrompida pela adicdo de 1,5mL de
DNS e os tubos foram fervidos por 5min (46). A leitura foi realizada em
espectrofotometro  (Ultraspec 3100 Pro, Amersham Biosciences) em
comprimento de onda de 540nm. Os valores de absorbéncia foram convertidos
em concentracdo de galactose utilizando uma curva de calibracdo com padréo
autentico deste (G0625-100G, Lot# SLBJ2471V, Sigma). Um controle foi feito
adicionando o DNS antes do extrato enzimatico. Para o branco foi adicionada

agua destilada no lugar da amostra.

4.5. Isolamento de fungo e obtencdo de extratos enzimaticos a partir do
mesmo.

4.5.1. Isolamento de fungo
Foi observado o crescimento fingico na superficie da borra do café. Com

0 auxilio de uma alca estéril e dentro de uma camera de fluxo laminar, foi

55



transferido o fungo para uma placa de Petri contendo meio composto de 2% agar
(massa/volume) e 4% de farinha de aveia (Quaker®) (massa/volume). Apdés 3
dias de crescimento, se fez um isolamento do fungo que apresentou maior
crescimento e liberacdo de conidios. O fungo isolado foi transferido para meio
agar — aveia em tubo inclinado. Apés a realizacdo de repiques do fungo isolado
foi possivel verificar a pureza da cultura através de analise microscopica. O fungo
isolado foi transferido para placa de Petri (meio 4gar — aveia) e apés 5 dias de
crescimento foram retirados conidiéforos (com ajuda de uma fita adesiva
transparente Durex®) e transferidos para a uma lamina microscopica. Foi
utilizado um microscépio 6ptico OLYMPUS BX40 com objetivas de 10x e 40x

para identificagdo morfolégica do fungo em estudo.

4.5.2. Preparacéo e obtencédo do inoculo

A reativacdo e obtencdo do pré-inéculo do fungo Aspergillus sp
(previamente identificado como descrito no item 4.5.1) foi realizada atraves de
repiques em tubos de ensaio contendo meio inclinado de 2% de agar
(massa/volume) e 4% de farinha de aveia (Quaker®) (massa/volume). A
reativacdo do fungo Aspergillus sp. foi realizada através de repique de um tubo
de ensaio contendo o fungo com ajuda de uma alca de platina flambada. Esse
procedimento foi realizado em condi¢cbes assépticas em camara de fluxo laminar.
Os tubos de ensaio contendo os cultivos foram fechados com rolha de algodao e

mantidos em incubadora a 25°C. ApOs quatro dias de crescimento os tubos foram
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armazenados a 4°C. A manutenc¢do do fungo foi realizada através de repiques

periddicos (aproximadamente cada 3 meses).

4.5.3. Preparo dos cultivos e inoculacao do fungo

Para a obtencédo do fungo Aspergillus sp., foram adicionados 10mL de
agua autoclavada em tubos de cultivo do fungo (item 4.5.1) a temperatura de
25°C de onde foi retirado um volume de 1mL de suspenséo (5 x 107 células.mL-
1) (48). O volume de 1mL de suspensédo de Aspergillus sp. foi adicionado em
frascos Erlenmeyer de 125mL contendo 25mL de meio liquido com 1%
(massa/volume) de diferentes fontes de carbono (pé de bagaco de cana-de-
acucar e goma de alfarroba (G0753-500G, Lot# SLBL2324V, Sigma))
previamente autoclavada a 120°C por 15min (38). Foram utilizados dois meios
liguidos, sendo o primeiro baseado segundo reportado por Vogel (49)
adicionando bagaco de cana como fonte de carbono, e o segundo baseado no
reportado por Aradjo e Ward (38) que foi adicionado a goma de alfarroba como
fonte de carbono. O meio Vogel é composto por sais de Vogel, biotina e 4gua,

como mostra a Tabela 3 a seguir.
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Tabela 3. Composi¢céo do meio Vogel (49).

Solucgéo tragos

Composto Quantidade
Acido citrico 0,59
ZnS04.H20 0,59
Fe(NH4)2(S04)2.6H20 0,1g
CuS04.5H20 0,025¢g
MnSO4.H20 0,005¢g
H3BOs3 0,005¢g
NaMoO4.H20 0,005¢g
CHCIs 0,1mL

H20 destilada 10mL

Sais de Vogel

Composto Quantidade
KH2POs4 2,59
NH4NO3 1,0g
MgS0Oa4.7H20 0,19
CaCl2.2H20 0,059
NazCsHs07 1,59
Solucéo de tragos 0,05mL
CHCls 0,02mL

H20 destilada 10mL

Meio Vogel

Composto Quantidade
Sais de Vogel 2mL

Biotina 2uL

H20 destilada 100mL

Ajustar pH a 6,0

A composicao do meio descrito por Araujo e Ward (38) € apresentada na Tabela

4.
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Tabela 4. Composi¢do do meio descrito por Araudjo e Ward (38).

Para 100mL de volume final

Composto Quantidade
KH2PO4 0,29

CaCl2.2H20 0,03g

MgSQO4.7H20 0,039

Goma de alfarrobo 19

NaNO3 0,29

Extrato de batata (20%v/v)  20mL

H20 Avolumar até 100mL

Ajustar pH a 6,0

O extrato de batata utilizado na preparacdo do meio (20% volume/volume)
foi preparado através da fervura de 300g de batata previamente cortadas na
forma de cubos em 500mL de &agua destilada durante 1h. O extrato foi
recuperado por filtragem utilizando um filtro de nylon e avolumado até 1 L com
agua destilada.

Os cultivos foram incubados a 35°C com agitacdo constante (120rpm) em
uma mesa incubadora (Innova 40R, New Brunswick Scientific) com movimento
orbital. Foram realizados ensaios individuais com 2, 4, 6, 8 e 10 dias de cultivo.
Os micélios resultantes das culturas agitadas foram separados por filtracdo em
funil de buchner dotado de um papel de filtro e auxilio de uma bomba de vacuo.
O filtrado (meio de cultura livre de células) foi usado como um preparado de
enzimas extracelulares. O ensaio onde se obteve o0 extrato enzimatico que
culminou em maior atividade de galactanases totais, foi repetido nas mesmas

condi¢bes experimentais (45 frascos Erlenmeyer de 125mL contendo 25mL) com
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o intuito de obter um volume de extrato maior. 1L do extrato enzimatico obtido
entdo foi liofilizado (Modulyod Freeze Dryer, Thermo Electron Corporatio) e

redissolvido em 10mL de agua Milli-Q.

4.6. Hidrolise enzimatica das fracbes geradas

As amostras em estudo foram hidrolisadas individualmente com os extratos
comerciais de celulases (Cellic CTec IlI, Celluclast, Cellulase from Trichoderma)
e pectinases (Pectinase, Pectinex Ultra Clear, Pectinex Smash XXL) utilizando
10 FPU.g! de substrato (celulases) e 20 Ul.g' de substrato (galactanases).
Posteriormente foram realizados ensaios de hidrolise utilizando simultaneamente
os extratos enzimaticos Cellic CTec Il e Pectinex Smash XXL.

Foram também realizados ensaios de hidrélise enzimética com o extrato
enzimatico obtido a partir de Aspergillus sp. concentrado utilizando 0,02 Ul.g* de
substrato (galactanases). Posteriormente foram realizados ensaios de hidrdlise
utilizando simultaneamente o extrato enzimatico comercial Cellic CTec Il (10
FPU.g? de substrato) e o extrato obtido a partir de Aspergillus sp. concentrado
(0,02 Ul.g! de substrato).

Finalmente foi realizada uma hidrolise enzimatica utilizando o extrato
enzimatico comercial Cellic CTec Il com uma carga enzimatica de 100 FPU.g!
de substrato. Todas as reagOes foram realizadas a 2% (massa/volume) de
consisténcia em tampdao acetato de sédio 50mM, pH 4,8 sob agitacdo de 120rpm
a 45°C por 72h em shaker (Gyromax 737R, Amerex Instruments). Um branco

sem adi¢cdo de enzimas também foi realizado a fim de se detectar um efeito
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abidtico ou mesmo a presenca de agucares livres nas amostras. Durante o
processo de sacarificacdo enzimética as reacdes foram monitoradas em
intervalos de 4, 8, 24, 48, e 72h. A amostragem foi feita retirando-se uma aliquota
de 0,5mL do sobrenadante, a qual foi fervida durante 10min para a inativacao das
enzimas e posteriormente congelada e estocada. Para a determinacdo e
quantificacdo dos acUcares resultantes da hidrélise enzimatica, as aliquotas
foram descongeladas, centrifugadas e o sobrenadante foi previamente diluido e
analisado por um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (item
3.4.3). Os extratos enzimaticos (ha mesma diluicdo das hidrélises enziméticas
dos substratos) também foram analisados por CLAE a fim de detectar a presenca
de acucares livres. Foram calculadas as concentracdes de glicose e galactose
no hidrolisado enzimatico e nos extratos enzimaticos. A partir dos dados de
composi¢cdo quimica e dos fatores de hidrdlise enzimatica (0,9, ambos para
glicose e galactose) foram calculadas as porcentagens de converséo de glucana
em glicose e de galactana em galactose. Para o calculo, também foram
previamente descontadas as massas de glicose e galactose presentes nos

extratos enzimaticos utilizados em cada reacao.

4.7. Tratamento acido

A partir dos experimentos de hidrélise enzimatica foi selecionado o ensaio
onde se obteve um hidrolisado com maiores conversfes de glucana em glicose
e galactana em galactose. O ensaio selecionado foi repetido e, ao final das 72h

de hidrdlise enzimatica, foi realizado um tratamento 4cido em condi¢des brandas
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com o intuito de aumentar a conversao de galactana presente no residuo de K.
alvarezii. Diferentes tempos, concentracdes de acido e temperaturas foram
testadas para a otimizagdo do tratamento utilizando a técnica de planejamento
estatistico fatorial completo 22 (50), como mostra a Tabela 6. A matriz do
planejamento fatorial completo 23 com triplicata no ponto central estd mostrada
na Tabela 6. Os niveis dos fatores utilizados no planejamento estdo mostrados
na Tabela 5, onde (-1) significa 0 menor nivel, (+1) significa o maior nivel e (0)

significa o ponto central.

Tabela 5. Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial completo 23 com

ponto central.

Fatores Siglas Niveis
(1) (0) (+1)
Temperatura (°C) A 60 70 80
Tempo (minutos) B 30 60 90
Concentracao do acido (%) C 0,5 1 2
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Tabela 6. Matriz de planejamento referente aos fatores avaliados no

planejamento fatorial completo 22 com triplicata no ponto central.

Niveis codificados das variaveis Niveis reais das variaveis
Concentracao
Exp A B C Temzecr;a tura T(fnr?rgo (massa/massa)
(%)
1 - - - 60 30 0,5
2 + - - 80 30 0,5
3 - + - 60 90 0,5
4 + + - 80 90 0,5
5 - - + 60 30 2
6 + - + 80 30 2
7 - + + 60 90 2
8 + + + 80 90 2
9 0 0 0 70 60 1
10 0 0 0 70 60 1
11 0 0 0 70 60 1

A hidrélise enzimatica foi realizada com uma consisténcia de 2%, utilizando
50mg (dados em base seca) de residuo em solugdo de 2,5mL composta de
tampd&o acetato de s6dio 50mM pH 4,8 e extrato enzimatico comercial Cellic CTec
Il com uma carga enzimatica de 100 FPU.g* de substrato. A reacao foi realizada
sob agitacdo a 120rpm e 45°C em shaker (Gyromax 737R, Amerex Instruments).
Imediatamente apds as 72h de hidrolise enzimatica, iniciou-se o tratamento acido
adicionando a cada tubo Falcon uma aliquota de 0,166mL de acido sulfarico em
concentracdes de 8%, 16% e 32% (massa/massa) obtendo-se um volume final
de 2,66mL e concentracoes finais de 0,5%, 1% e 2% (massa/volume) de acido
sulfarico nas suspensdes contidas nos tubos Falcon. Os experimentos foram

realizados as temperaturas e tempos indicados na Tabela 6.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Obtencao e rendimento das fracdes de macroalga K. alvarezii.

A biomassa néo tratada de K. alvarezii foi submetida a processos de
obtencdo de carragena semi-refinada (13,14). O processo de obtencédo de
carragena semi-refinada a partir da biomassa nao tratada de K. alvarezii gerou
mais trés fracdes, como se segue: biomassa tratada com KOH, residuo e

carragena semi-refinada (Figura 9).

Figura 9. Diferentes fragcdes de K. alvarezii. (a) Material ndo tratado. (b) Material

tratado com KOH. (c) Residuo. (d) Carragena semi-refinada.
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O rendimento do tratamento quimico com KOH sob a biomassa néo tratada
de K. alvarezii foi de 72,4% (%massa/massa) (dados em base seca) (Tabela 7).
A extracdo com agua a quente sob a biomassa tratada com KOH gerou mais
duas fracdes: o residuo (fracdo insolavel) o qual o rendimento foi de 26,6%
(Yomassa/massa) (dados em base seca) e a carragena semi-refinada (fracéo
liguida) o qual o rendimento foi de 64,5% (%omassa/massa) (dados em base seca)
(Tabela 7). Houve uma perda de aproximadamente 8,9% durante o processo de
extracao, pois nao foi possivel recuperar parte do material que ficou no filtro.
Tabela 7. Rendimento da biomassa de K. alvarezii apés o tratamento com KOH

e obtencdo do residuo e carragena semi-refinada. Teores apresentados em
gramas/100 gramas de material original e tratado com KOH (dados em base

seca).
Rendimento (%)
Amostras (g/100g de biomassa néo tratada)
N&o tratada 100
Tratada com KOH 72,4 +6,9
Rendimento (%)
Amostras (9/100g de biomassa tratada com KOH)
Tratada com KOH 100
Residuo 26,6 £ 2,6
Carragena semi-refinada 645+1,2

Todos os dados apresentados séo os valores médios seguidos pelo desvio padrao amostral.

Os rendimentos globais obtidos a partir do residuo e da carragena semi-
refinada oriundos da amostra néo tratada foram de 19,2% (%massa/massa) e
46,8% (Yomassa/massa), respectivamente. O rendimento global de carragena foi

superior ao reportado na literatura (20 — 35%) (13,14).
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5.2. Avaliacdo da composicdo quimica das fracbes em estudo

Para a avaliagdo da composi¢do quimica das fracdes obtidas no presente
estudo foi utilizada a metodologia de hidrolise &cida para materiais
lignocelulésicos (9,41). ApOs as etapas de hidrdlise acida foram analisados os
teores de acglUcares monoméricos presentes nos hidrolisados previamentes
obtidos. Além disso, também foram analisados os teores de hidroximetilfurfural
(HMF), acido formico e acido levulinico nos hidrolisados previamentes obtidos,
pois esses compostos sdo derivados da oxidacdo de acucares em meio acido
(51).

Previamente as andlises de acucares monoméricos e seus derivados em
meio &cido foram testadas duas colunas cromatogréficas (CLAE) distintas, como
se segue: HPX-87P (especifica para acucares) e a HPX-87H (especifica para
acidos organicos). A Figura 10a mostra o cromatograma tipico obtido quando foi
utilizada a coluna HPX-87H para a eluicdo dos seguintes padrées auténticos,
com 0S seus respectivos tempos de retencdo: glicose (9,46min), galactose
(9,97min), &cido férmico (13,8mim) e &acido levulinico (14,67min). O
cromatograma mostra um perfil de separacdo dos padrdes testados com uma
boa resolucdo. A Figura 10b mostra o cromatograma tipico obtido quando foi
utilizada a coluna HPX-87P para a eluicédo dos seguintes padrées auténticos, com
0S seus respectivos tempos de retencdo: celobiose (10,07min), glicose
(12,25min), xilose (13,29mim), galactose (14,09min) e manose (16,27min). O
cromatograma também mostra um perfil de separagéo dos padrdes testados com

uma boa resolucéo.
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Figura 10. (a) Cromatograma de padrbes auténticos de (A) glicose, (B)
galactose, (C) acido formico e (D) acido levulinico para a coluna HPX-87H. (b)
Cromatograma de padrbes auténticos de (A) celobiose, (B) glicose, (C) xilose,

(D) galactose e (E) manose para a coluna HPX-87P.
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A Figura 11a apresenta o perfil do cromatograma do hidrolisado &cido da
fracdo do residuo quando foi utilizada a coluna HPX-87H. Com base nos tempos
de retencdo dos padrdoes apresentados na Figura 1la podemos confirmar a
presenca de glicose, acido formico e &cido levulinico na amostra. Entretanto,
quando se utiliza a coluna HPX-87H, os agucares galactose, xilose e manose
coeluem em um mesmo tempo de retencao (9,97min). Assim, por esse motivo foi
necessario analisar o hidrolisado &cido utilizando a coluna HPX-87P, a qual
permite separar 0s agucares monomeéricos galactose, xilose e manose (Figura
10b).

A Figura 11b apresenta o perfil do cromatograma do hidrolisado acido da
fracdo do residuo obtido com a coluna HPX-87P. Os picos confirmam a presenca
de galactose e auséncia de xilose e manose na presente amostra. Desta forma,
podemos considerar que o pico mostrado no tempo de retencdo de 9,97min na
Figura 1la corresponde somente a molécula de galactose. O cromatograma
obtido com a utilizacdo da coluna HPX-87P mostrou uma linha base crescente
ao longo do tempo de analise (Figura 11b). Além disso, o tempo de analise de
glicose e galactose para a coluna HPX-87P (25min) foi superior quando
comparado com o da coluna HPX-87H (11min). Outra vantagem da utilizacdo da
coluna HPX-87H foi a quantificacdo dos acidos formico e levulinico na mesma
analise, mantendo-se um tempo maximo de 15min de andlise. Assim, optou-se
pela utilizacdo da coluna HPX-87H para a quantificacdo de acucares

monoméricos e seus derivados.
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Figura 11. Cromatogramas do hidrolisado acido da fracéo do residuo. (a) Tempo
de retencéo de (A) glicose, (B) galactose, (C) &cido formico e (D) acido levulinico
utilizando a coluna HPX-87H. (b) Tempo de retencdo de (A) glicose e (B)
galactose utilizando a coluna HPX-87P.
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A Tabela 8 apresenta os teores dos derivados de agucares em meio acido
das amostras em estudo. A amostra ndo tratada, tratada com KOH, o residuo, a
carragena semi-refinada e a carragena comercial mostraram teores de 2,5%,
1,2%, 2,3%, 4,3% e 3,4% (HMF), 3,2%, 3,5%, 2,5%, 4,5% e 3,9% (acido férmico)
e 5,2%, 6,1%, 4,1%, 8,1% e 6,6% (acido levulinico), respectivamente (Tabela 8).
A quantidade de HMF produzida pelo tratamento acido na fracdo nédo tratada foi
similar a reportada na literatura para biomassa lignocelulésica submetida ao
mesmo tratamento (52). Os dados indicaram que as carragenas semi-refinada e
comercial foram mais suscetiveis a oxidacdo em meio acido, mostrando teores
maiores de HMF quando comparado as amostras nao tratada, tratada com KOH
e o residuo. A fracdo de carragena semi-refinada e carragena comercial sdo mais
ricas em galactana e consequentemente contém mais anidrogalactose, que é

uma molécula menos estavel em meio acido (51).

Tabela 8. Teores de hidroximetilfurfural (HMF), &cido formico e &cido levulinico
nas fragcdes ndo tratada, tratada com KOH, residuo e carragena semi-refinada.
Teores apresentados em gramas/100 gramas de material bruto (dados em base

seca).
AMmostras HMF Acido Férmico Acido Levulinico
(%) (%) (%)

Nao tratada 25+0,1 3,2+0,5 52+1.3

Tratada com KOH 1,2+0,2 3,5+0,3 6,1+0,9

Residuo 23+0,1 25+0,2 41+0,9

Carragena semi- 43+01 45+01 81+10

refinada
Carragena comercial 34%+0,1 3904 6,6+1,3

Todos os dados apresentados séo os valores médios seguidos pelo desvio padrao amostral.
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As Tabelas 9 e 10 apresentam a composi¢ao quimica das diferentes fracdes
de K. alvarezii (amostra nao tratada, tratada com KOH, residuo, carragena semi-
refinada e carragena comercial). Além disso, as Tabelas 9 e 10 também mostram
a composi¢ado quimica em relacdo ao material de partida apos aplicar um balango
de massa. Para a elaboragéo das Tabelas 9 e 10 foram escolhidos os principais
componentes encontrados na biomassa em estudo, como se segue: galactanas,
glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos insollveis e grupos sulfato. Os
aromaticos soluveis ndao foram quantificados, pois o espectro ultravioleta de
moléculas de aminoé&cidos oriundas de proteinas das biomassas em estudo e a
formacdo de HMF em meio &cido pode se sobrepor com as moléculas dos
aromaticos solaveis (52).

As amostras nao tratada e tratada com KOH (componentes brutos)
mostraram teores de galactana (44,8% e 41,5%), glucanas (12,4% e 13,4%),
cinzas (15,8% e 14,9%), proteinas (2,7% e 0,6%), aromaticos insoluveis (4,0% e
2,4%) e grupos sulfato (12,6% e 13,8%), respectivamente (Tabela 9). A soma dos
componentes das amostras nao tratada e tratada com KOH foram de 98,5% e
85,5%, respectivamente (Tabela 9). O teor de carboidratos totais na fracdo néao
tratada de K. alvarezii (soma de galactanas + glucanas) foi de 57,2%, valor similar
aos reportados por Abd-Rahim et al para K. alvarezii (59,6%) (53) e Meinita et al
(19) para diferentes cepas de K. alvarezii (55,4% a 78,3%). Entretanto, esses
teores de carboidratos totais em K. alvarezii foram inferiores ao reportado para
Gelidium amanssi (macroalga vermelha) que foi de aproximadamente 75% (6).

O segundo maior componente das fracdes foram as cinzas (Tabela 9). O teor de
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cinzas na fracdo nao tratada (15,8%) ficou dentro do patamar reportado na
literatura para K. alvarezii (entre 12,6% e 19,5%) (18,50). Porém, maior que o
reportado para Gelidium amanssi (entre 3,3% e 8,6%) (6). O teor de proteinas
na fracao nao tratada foi de 2,7%, o que foi similar ao reportado na literatura para
cepas da mesma espécie (entre 2,3% e 5,7%) (19,53).

O balanco de massa € necessario para compararmos o material tratado com
KOH diretamente com o material ndo tratado (original). Os teores de galactanas,
glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos insollveis e grupos sulfato foram
reduzidos na biomassa tratada com KOH quando comparado com a biomassa
nao tratada em 33,0%, 21,8%, 31,6%, 85,2%, 57,5% e 20,6%, respectivamente

(Tabela 9).
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Tabela 9. Composicdo quimica e rendimento da fracdo ndo tratada e tratada com KOH. Teores apresentados em

gramas/100 gramas de material bruto e original (dados em base seca).

Componentes da biomassa (g/100g de material bruto)

Aromatico Grupos

Amostras Rendimento  Galactanas Glucanas Cinzas Proteinas insollveis sulfato Soma
0, 0, 0, 0, 0, 0,
(%) (%) (%) (%) (%) %) %) (%)
N&o tratada 100 448+ 3,4 124+1,9 15,8+0,1 27+0,4 40+1,1 12,6 + 0,6 98,5+4,2
Tratada com KOH 72,4+ 9 41,5+0,9 13,4+1,7 149+0,2 0,6+0,4 2,4+0,1 13,8 +0,4 855+2,1
Componentes da biomassa (g/100g de material original)
AMostras Rendimento  Galactanas Glucanas Cinzas Proteinas 'ﬁ‘]?or?&tgg Eﬂﬂg?s Soma
0, 0, 0, 0, 0, 0,
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Nao tratada 100 448 + 3,4 124+19 15,8+0,1 2,7+04 40+1,1 12,6 +0,6 98,5+4,2
Tratada com KOH 72,4+6,9 30,0+0,9 9,7+1,7 10,8 £0,2 04+0,4 1,7+0,1 10,0+ 0,4 61,9+21

A amostra ndo tratada apresentou um teor de lipidios de 5,2 + 1,7 (g/100g de material bruto). Nao foi detectado lipideos na amostra tratada com KOH.

Todos os dados apresentados sé@o os valores médios seguidos pelo desvio padrao amostral.
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As amostras, tratada com KOH, o residuo, a carragena semi-refinada e a
carragena comercial (componentes brutos) mostraram teores de galactanas
(41,5%, 32,7% 53,6% e 44,3%), glucanas (13,4%, 38,4%, 8,3% e 5,9%), cinzas
(14,9%, 8,6%, 18,2% e 34,8%), proteinas (0,6%, 0,4%, 0,3% e 0,5%), aromaticos
insolaveis (2,4%, 8,3%, 0,2% e 0,7%) e grupos sulfato (13,8%, 8,1%, 13,3% e
12,8%), respectivamente (Tabela 10). A soma dos componentes das amostras
tratada com KOH, o residuo, a carragena semi-refinada e a carragena comercial
foram de 85,5%, 96,5%, 98,5% e 99,0% respectivamente (Tabela 10).

O balanco de massa € necessario para compararmos o residuo e a
carragena semi-refinada diretamente com o material tratado com KOH (original).
Os teores de galactanas, cinzas, proteinas, aromaticos insollUveis e grupos
sulfato foram reduzidos no residuo quando comparado com a biomassa tratada
com KOH em 79,0%, 84,6%, 83,3%, 8,3% e 84,0%, respectivamente (Tabela 10).
Considerando o desvio padréo o teor de glucanas nao foi reduzido no residuo
guando comparado com a amostra tratada com KOH (Tabela 10). Os teores de
galactanas, glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos insolGveis e grupos sulfato
foram reduzidos na carragena semi-refinada quando comparado com a biomassa
tratada com KOH em 16,6%, 60,4%, 21,5%, 66,7%, 95,8% e 37,7%,

respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10. Composicdo quimica e rendimento das fracdes tratada com KOH, residuo e carragena. Teores

apresentados em gramas/100 gramas de material bruto e tratado com KOH (dados em base seca).

Componentes da biomassa (g/100g de material bruto)

Amostras Rendimento  Galactanas Glucanas Cinzas Proteinas 'Ai‘r:gg]lg\t/'g%‘c‘ Grupos sulfato Soma
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tratada com KOH 100 41,5+0,9 134+1,7 149+0,1 0,604 24+0,1 13,8+ 0,4 855+2,1
Residuo 26,6+2,6 32,7+3,1 38,4+1,7 8,6+0,2 nd 83+1,1 8,1+0,2 96,5+5,2
Carragena semi-refinada 645+1,2 53,6 +2,6 8,3+14 18,2+0,1 nd nd 13,3+1,0 985+1,9
Carragena comercial - 443 +4.4 59+0,3 348+0,1 0,5+£0,2 0,7+£0,1 12,8+0,1 99,0+5,2
Componentes da biomassa (g/100g de material original)
AMostras Rendimento  Galactanas Glucanas Cinzas Proteinas '?rrfs)g]lg\t/'g?ss Grupos sulfato Soma
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tratada com KOH 100 41,5+0,9 134+1,7 149+0,1 0,604 24+0,1 13,8+ 0,4 855+2,1
Residuo 26,6 £2,6 8,7+3,1 10,2+ 1,7 23+0,2 nd 22+1,1 2,2+0,2 257+5,.2
Carragena semi-refinada 64,5+1,2 34,6 +2,6 53+14 11,7+0,1 nd nd 86+10 63,5+1,9

nd = ndo detectado

Todos os dados apresentados séo os valores médios seguidos pelo desvio padrao amostral.
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5.3. Avaliacao de atividades enzimaticas em extratos comerciais

O presente projeto propds estudos de hidrdlise enzimatica das fracbes de
K. alvarezii previamente obtidas (ndo tratada, tratada com KOH e residuo) apos
a obtencdo de carragena semi-refinada. Para esses estudos trés extratos
enzimaticos comerciais contendo principalmente atividade de celulases e trés
extratos enzimaticos comerciais contendo principalmente atividades de
pectinases foram caracterizados, como se segue: Cellulase (Sigma), Cellic CTec
II (Novozymes), Celluclast (Novozymes), Pectinase (Sigma), Pectinex Smash
XXL (Novozymes) e Pectinex Ultra Clear (Novozymes). Os extratos contendo
atividades de celulases foram caracterizados frente aos teores de proteinas totais
e atividades de celulases (celulases totais, endoglucanases, exoglucanases e 3-
glicosidases). Os extratos contendo atividades de pectinases foram
caracterizados frente aos teores de proteinas totais e atividades de galactanases
totais. A Tabela 11 apresenta os teores de proteinas totais e atividades
especificas dos extratos enzimaticos comerciais contendo principalmente
atividades de celulases. Os teores de proteinas totais dos extratos enzimaticos
Cellic CTec Il, Cellulase e Celluclast foram de 68,4 mg.mLt, 40 mg.mL! e 25,4
mg.mL1, respectivamente (Tabela 11). As atividades especificas dos extratos
enzimaticos Cellic CTec II, Cellulase e Celluclast foram de 1,3 FPU.mg™, 0,8
FPU.mg! e 1,0 FPU.mg* (celulases totais), 27,8 Ul.mg?, 22,0 Ul.mg? e 13,1
Ul.mg* (endoglucanases), 1,1 Ul.mg%, 0,9 UL.mg* e 0,8 Ul.mg* (exoglucanases)
e 26,3 UlL.mg?, 0,3 UlL.mg! e 0,4 UL.mg? (B-glicosidases), respectivamente

(Tabela 11). Além disso, o extrato enzimatico Cellic CTec Il apresentou uma
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atividade especifica de galactanases totais de 0,01 Ul.mg1, enquanto os extratos
enziméaticos Cellulase e Celluclast ndo apresentaram atividade de galactanases
totais. As atividades especificas de celulases totais, endoglucanases e
exoglucanases do extrato enzimatico Cellic CTec Il foram um pouco superiores
quando comparado ao extrato enzimético Cellulase (Sigma) e Celluclast
(Novozymes) (Tabela 11). O extrato Cellic CTec Il mostrou uma atividade
especifica de p-glicosidases significativamente alta (26,3 Ul.mg?') em
comparagdo com os extratos enzimaticos Cellulase e Celluclast (0,3 Ul.mg* e
0,4 Ul.mg, respectivamente). A alta atividade de B-glicosidases no extrato Cellic
CTec Il indica que ndo deve haver a necessidade de suplementacdo dessa
enzima para uma hidrélise enzimatica completa de um substrato que contenha
glucanas. As atividades especificas de celulases totais, endoglucanases e
exoglucanases de ambos os extratos comerciais em estudo foram similares ao
reportado por Mendes et al (1), onde foi utilizado o extrato enzimatico Celluclast
(Novozymes), com excecado do extrato comercial Cellic CTec Il que mostrou um
alta atividade de B-glicosidases.

Tabela 11. Atividades enzimaticas especificas e teor de proteinas dos extratos

comerciais de celulases.

Proteinas Celulases

Preparados Totais Totais Endoglucanases Exoglucanases pB-glicosidases
. Lo -1 -1 -1
Enzimaticos (mg.ml?) (FPU.mg) (Ul.mg™) (Ul.mg™) (Ul.mg™)
Cellic CTec Il 68,4 1,3+0,1 27,8+1,2 1,102 26,3+0,5
(Novozymes)
Cellulase (Sigma) 40,0 0,8+0,1 22,0+1,4 09+04 0,3+0,01
Celluclast
25,4 1,0+0,1 13,1+0,1 0,8+0,1 0,4+0,01
(Novozymes)

Valores médios seguidos pelo desvio padrdo amostral.
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Nos extratos enziméticos comerciais contendo atividade de pectinases foi
dosado o teor de proteinas e a atividade de galactanases totais. As atividades de
galactanases totais foram dosadas utilizando-se carragena comercial como
substrato, pois a utilizacdo de goma ardbica como substrato para dosar
galactanases totais ndo mostrou ser eficaz quando comparado ao substrato
carragena (dados nao apresentados). Desta forma, como ambas as fracbes da
biomassa de K. alvarezii e a carragena comercial contém em sua estrutura o
polissacarideo de galactana (Tabela 9 e 10) foi considerada apenas as atividades
de galactanases totais utilizando-se o substrato carragena comercial para fins de
calculos de carga enzimatica para as etapas de hidrélise enzimética das fracbes
previamente obtidas. Os teores de proteinas totais dos extratos enzimaticos
Pectinase (Sigma), Pectinex Smash XXL e Pectinex Ultra Clear (Novozymes)
foram de 22,1 mg.mL?, 4,8 mg.mL* e 20,6 mg.mL™, respectivamente (Tabela

12).

Tabela 12. Atividades especificas e teor de proteinas dos extratos comerciais de

pectinases.
Preparados Proteinas Galactanases Galactanases
Enz!om aticos Totais Totais Totais
(mg.mL") (Ul.mL™Y) (Ul.mg™?)
Pectinase
(Sigma) 22,1 3,9 0,2

Smash XXL 4.8 15 03
(Novozymes)

Ultra Clear 20.6 38 0.2
(Novozymes)
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As atividades de galactanases totais dos extratos enzimaticos Pectinase,
Pectinex Smash XXL e Pectinex Ultra Clear foram de 3,9 UL.mL?, 1,5 Ul.mLt e
3,8 UlmL?, respectivamente (Tabela 12). Considerando as atividades
especificas, o extrato Pectinex Smash XXL mostrou uma atividade de
galactanases totais um pouco superior aos extratos Pectinase e Pectinex Ultra

Clear (Tabela 12).

5.4. Identificacdo do fungo e obtencdo de extratos enzimaticos a partir do
mesmo.

Foram obtidas imagens de microscopia 6Otica conforme apresentado na
Figura 12.  Conidi6foros altamente desenvolvidos geralmente tem formas e
arranjos de conidios caracteristicos, desta forma, a identificacdo do fungo é
possivel a partir da morfologia do conidiéforo. O género Aspergillus sp. tem um
conidiéforo ndo ramificado que surge de uma célula ampliada do micélio
vegetativo e termina numa porc¢ao inchada que é chamada de vesicula. A partir
desta, emergem pequenas estruturas em forma de frasco chamadas fidlides. As
pontas destes fidlides sdo pontos de crescimento e o0s conidios séo
sucessivamente cortados (54). Segundo as analises das caracteristicas
morfolégicas observadas na microscopia o6tica (Figura 12) o fungo pode ser
classificado como um Aspergillus sp. Esta identificacdo morfolégica foi realizada
com a contribuicdo do Professor Doutor Jo&o Atilio Jorge da USP de Ribeiréo
Preto. Posteriormente o fungo sera enviado para caracteriza¢do no Instituto de

Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP,
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campus de Rio Claro-SP. Além disso, a classificacdo genética molecular sera

realizada na Fundacao André Tosello localizada em Campinas-SP.

Figura 12. Fungo isolado da borra do café apés 5 dias de crescimento em meio
agar — aveia a temperatura ambiente. Microscépio OLYMPUS BX40.
(a, b) Objetiva 10x. (c) Objetiva 40x. (d) Ampliacéo digital.
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Foram obtidos dois extratos enzimaticos a partir do fungo Aspergillus sp.
visando a producdo de galactanases. A Tabela 13 mostra as atividades de
galactanases totais, B-galactosidases e celulases totais ao longo do tempo dos
cultivos em estudo. O extrato enzimatico produzido com o substrato de bagacgo
de cana como fonte de carbono mostrou atividades enzimaticas de galactanases
e B-galactosidases inferiores quando comparado com o obtido a partir do
substrato de goma de alfarroba, com excecao da atividade de celulases a qual
foi superior (Tabela 13).

Pode-se destacar que o extrato enzimético produzido com o substrato de
goma de alfarroba como fonte de carbono apresentou um pico de producgéo de
galactanases totais em 6 dias de cultivo (0,019 Ul.mL"t) (Tabela 13), valor inferior

em comparacgéao ao reportado por Araujo e Ward que foi de 0.09 Ul.mL* (38)

Tabela 13. Atividades enzimaticas dos extratos obtidos a partir do fungo

Aspergillus sp. apés 2, 4, 6, 8, e 10 dias de cultivo.

Galactanases

Fontes de Dias. de FPU . B—galactositljases totais
carbono cultivo (Ul.mL™) (Ul.mL) (ULmLY)
Goma de 2 0,014 nd nd
alfarroba 4 0,013 nd 0,012
6 0,007 0,007 0,019
8 0,028 0,007 0,005
10 0,018 0,004 0,010
Bagaco de 2 0,033 nd nd
cana 4 0,044 nd nd
6 0,062 nd 0,010
8 0,043 nd 0,007
10 0,047 nd 0,007

nd = ndo detectado
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Desta forma, o extrato enzimatico de Aspergillus sp. utilizando goma de
alfarroba como fonte de carbono durante 6 dias de cultivo foi produzido em
maiores quantidades e posteriormente concentrado 100 vezes por meio de
liofilizag&o com o intuito de aumentar o nivel de atividade de galactanases totais
e B-galactosidases. O extrato concentrado foi redissolvido e mostrou uma
atividade de 0,2 Ul.mL* de galactanases totais e 0,3 Ul.mL* de B-galactosidases
(Tabela 14). Nesta condi¢do houve um aumento de 9 vezes no nivel de atividade
de galactanases totais e 44 vezes no nivel de atividade de B-galactosidases. O
referido extrato enzimatico foi testado na hidrélise enzimética da fracdo do

residuo de K. alvarezii.

Tabela 14. Atividade enzimatica do extrato obtido a partir do fungo Aspergillus

sp. apos 6 dias de cultivo e concentrado 100 vezes.

Galactanases

Preparado : B-galactosidases
Enzimatico (Jf);?ll_s_l) (Ul.mL1)
Extrato de Aspergillus sp. 02 +0.02 0.3 +0.004

concentrado 100 vezes

5.5. Avaliagéo da hidrolise enziméatica das fragdes de K. alvarezii

A proposta do presente projeto foi hidrolisar enzimaticamente o residuo
gerado apOs a extragdo de carragena semi-refinada. Porém, também foram
testadas as hidrolises enzimaticas com extratos comerciais das fragdes ndo

tratada, tratada com KOH, além do residuo. Os resultados foram apresentados
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na forma de gréficos, utilizando os valores de concentracbes de glicose e
galactose versus tempo de hidrélise enzimatica e conversdes de glucanas em
glicose e galactanas em galactose versus tempo de hidrélise enzimatica. Para o0s
ensaios de hidrolise enzimatica foram utilizados separadamente os trés extratos
enzimaticos de celulases e os trés extratos enzimaticos de pectinases. Também

foram realizados testes com a mistura de dois tipos de extratos enzimaticos.

5.5.1. Hidrdlise enzimatica com extratos enzimaticos comerciais contendo

atividades de celulases

As Figuras 13 e 14 apresentam a hidrolise enzimatica dos substratos
citados anteriormente, utilizando extratos enziméticos comerciais de celulases. A
concentracéo de glicose liberada apds 72h de hidrdlise enzimética do residuo foi
de aproximadamente 10 g.L'!, em ambos os ensaios com os trés extratos
enzimaticos. Porém, o material ndo tratado e tratado com KOH mostraram uma
concentragdo de glicose maxima de aproximadamente 3 g.L* (Figura 13b, 13d e
13f). A conversédo de glucana em glicose apos 72h de hidrélise enzimética em
ambas as fragdes em estudo foram de aproximadamente 100% (Figura 13a, 13c,

13e).
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Figura 13. Hidrélise enzimatica das fracBes de K. alvarezii utilizando extratos

enzimaticos comerciais de celulases. (a) Conversao de glucana em glicose e (b)

concentracdo de glicose utilizando o extrato enzimatico Cellic CTec i

(Novozymes). (c) Conversdo de glucana em glicose e (d) concentragao de

glicose utilizando o extrato enzimatico Celluclast (Novozymes). (e) Conversao de

glucana em glicose e (f) concentragéo de glicose utilizando o extrato enzimatico

Cellulase de Trichoderma (Sigma). As barras de erro correspondem ao desvio

padrdao amostral.
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Apesar de a hidrdlise enzimética atingir uma conversao de 100% apds 72h
em ambas as fracbes e com todos os extratos enzimaticos comerciais de
celulases em estudo, podemos observar que a concentracédo de glicose foi 3
vezes maior na fragdo do residuo quando comparado as frag6es ndo tratadas e
tratada com KOH (Figura 13b, 13d e 13f). Esse efeito pode ser explicado pela
composi¢do quimica das fragdes hidrolisadas. O material ndo tratado e o material
tratado com KOH apresentaram teores de glucanas de aproximadamente 13%
(g/100g de amostra, dados em base seca) (Tabela 9) enquanto que o residuo
apresentou um teor de glucanas de aproximadamente 38,4% (g/100g de
amostra, dados em base seca) (Tabela 10). Desta forma, o teor de glucana
presente no residuo foi, aproximadamente, trés vezes maior em comparagao ao
material ndo tratado e tratado com KOH.

Entretanto, o extrato enzimético Cellic CTec Il foi o Unico dos extratos
enzimaticos contendo atividades de celulases que possibilitou a hidrélise da
fracdo polissacaridica de galactana em estudo, porém, a porcentagem de
conversdo de galactana em galactose apds 72 horas de hidrdlise foi de 4,7%,
3,5% e 14,7% nas fracbes ndo tratada, tratada com KOH e do residuo,

respectivamente (Figura 14a).
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Figura 14. Hidrolise enzimatica das fragfes de K. alvarezii utilizando o extrato
enzimatico Cellic CTec Il. (a) Conversdo de galactana em galactose e (b)
concentracdo de galactose. As barras de erro correspondem ao desvio padréo
amostral (no caso de ndo aparecer a barra no grafico significa que o erro é muito

pequeno).

5.5.2. Hidrélise enzimatica com extratos enzimaticos comerciais contendo

atividades de galactanases

As Figuras 15 e 16 apresentam a hidrélise enzimatica das fracfes citadas
anteriormente, utilizando extratos enzimaticos comerciais contendo atividades de
galactanases. As concentracdes de glicose liberada apds 72h de hidrélise
enzimatica do residuo foram diferentes entre os extratos enzimaticos em estudo,
atingindo um patamar de 3,1 g.L, 0,6 g.L? e 54 g.L! com os extratos
enzimaticos Pectinase, Pectinex Smash XXL e Pectinex Ultra Clear,
respectivamente (Figura 15b, 15d e 15f). Entretanto, o material ndo tratado e
tratado com KOH mostraram concentracdes de glicose de aproximadamente 2

gLt 0,5g.Lte 25 g.L! com a utilizagdo dos extratos enzimaticos Pectinase,
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Pectinex Smash XXL e Pectinex Ultra Clear, respectivamente (Figura 15b, 15d e
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Figura 15. Hidrolise enzimatica das fracdes de K. alvarezii utilizando extratos
enzimaticos comerciais de pectinases. (a) Conversao de glucana em glicose e
(b) concentracédo de glicose utilizando Pectinase (Sigma). (c) Conversao de
glucana em glicose e (d) concentracao de glicose utilizando Pectinex Smash XXL

(Novozymes). (e) Conversao de glucana em glicose e (f) concentragao de glicose
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utilizando Pectinex Ultra Clear (Novozymes). As barras de erro correspondem ao

desvio padrdao amostral.

A converséo de glucana em glicose atingiu aproximadamente 70% e 83%
apo6s 72h de hidrdélise enzimatica quando foram utilizados os extratos enzimaticos
Pectinase e Pectinex Ultra Clear, respectivamente (Figura 15a e 15e).
Entretanto, quando foi utilizado o extrato Pectinex Smash XXL a converséo de
glucana em glicose na fracdo do residuo apds 4h de hidrélise enzimatica foi de
aproximadamente 4,3% atingindo um patamar de 6,5% no final das 72h (Figura
15c). Porém, as fragcdes ndo tratada e tratada com KOH tiveram ambas uma
conversao de glucana em glicose de aproximadamente 9,5% apds 4h de hidrolise
enzimatica atingindo um patamar de aproximadamente 18% de conversao apés
72h (Figura 15c).

Entretanto, o extrato enzimatico Pectinex Smash XXL foi o Unico dos
extratos enzimaticos de pectinases que proporcionou uma hidrélise enzimatica
da fracdo polissacaridica de galactana das amostras em estudo, porém, a
porcentagem de conversédo e a concentracdo de galactose apds 72h de hidrolise
enzimatica foi de aproximadamente 5,0% e 0,2 g.L™, respectivamente em ambas

as fracdes em estudo (Figura 16a).
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Figura 16. Hidrolise enzimatica das fracfes de K. alvarezii utilizando o extrato
enzimatico Pectinex Smash XXL. (a) Conversao de galactana em galactose e (b)
concentragéo de galactose. As barras de erro correspondem ao desvio padréo
amostral.

5.5.3. Hidrdlise enzimatica com extratos Cellic CTec Il + Pectinex Smash XXL
Foi avaliada a hidrélise enzimatica da fracdo do residuo de K. alvarezii
utilizando os extratos Cellic CTec Il + Pectinex Smash XXL, pois foram os dois
extratos que mostraram separadamente capacidade de hidrolisar a galactana
contida nos substratos. A Figura 17 apresenta a hidrolise enzimética do residuo
de K. alvarezii, utilizando os extratos enzimaticos mencionados. A concentracao
de glicose e galactose liberada apés 72h de hidrélise enzimatica atingiu um
patamar de 6,7 g.L! e 0,8 g.L?, respectivamente (Figura 17b). Entretanto, a
porcentagem de conversado de glucana e galactana foi de, aproximadamente,
78% e 19%, respectivamente (Figura 17a). Pode-se observar um aumento na
conversao de galactanas em galactose quando comparado com a conversao

atingida utilizando separadamente os extratos enzimaticos (5% com Pectinex
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Smash XXL e 14% com Cellic CTec Il). Porém, a conversdo de glucana em
glicose culminou em uma diminuicdo quando comparamos com a hidrélise
enzimatica utilizando somente o extrato Cellic CTec Il (100%), o que sugere que
0 extrato Pectinex Smash XXL pode ter exercido uma atividade inibidora sob a

hidrélise de glucana.
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Figura 17. Hidrolise enzimética do residuo de K. alvarezii utilizando os extratos
enzimaticos Cellic CTec Il e Pectinex Smash XXL. (a) Converséo de glucana em
glicose e de galactana em galactose. (b) Concentracdo de glicose e de
galactose. As barras de erro correspondem ao desvio padrédo amostral (no caso

de ndo aparecer a barra no grafico significa que o erro € muito pequeno).

5.5.4. Hidrélise enzimatica com extrato enzimatico de Aspergillus sp. contendo
atividade de galactanases
Foi avaliada a hidrolise enzimatica da fragcdo do residuo utilizando o
extrato enzimatico obtido a partir de Aspergillus sp. concentrado 100 vezes. A
Figura 18 apresenta a hidrolise enzimatica do residuo de K. alvarezii, utilizando
0 extrato enzimatico mencionado. A concentracdo de galactose liberada apdés

72h de hidrélise enzimatica atingiu um patamar de 1,4 g.L! (Figura 18b) e a
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porcentagem de conversédo de galactana foi de aproximadamente 35% (Figura
18a). O extrato enzimatico de Aspergillus sp. ndo foi capaz de hidrolisar a fracéo
de glucana. Pode-se observar um acréscimo na conversdo de galactana em
galactose quando comparado com a converséo atingida utilizando os extratos

enzimaticos Pectinex Smash XXL (5%) e Cellic CTec Il (14%).

a b
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Figura 18. Hidrolise enzimética do residuo de K. alvarezii utilizando extrato
enzimatico de Aspergillus sp. (a) Conversdo de galactana em galactose. (b)
Concentracao de galactose. As barras de erro correspondem ao desvio padréo
amostral (no caso de ndo aparecer a barra no grafico significa que o erro é muito
pequeno).

5.5.5. Hidrélise enzimatica com extratos de Aspergillus. sp. + Cellic CTec Il

Foi avaliada a hidrélise enzimatica da fracdo do residuo de K. alvarezii
utilizando o extrato enzimatico obtido a partir de Aspergillus sp. concentrado 100
vezes em conjunto ao extrato enzimatico comercial Cellic CTec Il. A Figura 19
apresenta a hidrélise enziméatica do residuo de K. alvarezii, utilizando os extratos
enzimaticos mencionados. A concentracdo de glicose e galactose liberada apos

72h de hidrélise enzimatica atingiu um patamar de 8,2 gL' e 1,3 g.L?},
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respectivamente (Figura 19b). Entretanto, a porcentagem de conversao de
glucana e galactana foi de aproximadamente 95% e 35%, respectivamente
(Figura 19a). Com a utilizacao dos dois extratos mencionados pode-se observar
uma hidrélise quase completa da fracdo de glucana devido a alta atividade de
enzimas celuloliticas contidas no extrato Cellic CTec Il e uma hidrélise de

galactana acima do atingido com os extratos comerciais devido a utilizacdo do

extrato de Aspergillus sp.
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Figura 19. Hidrélise enzimatica do residuo de K. alvarezii utilizando extratos
enzimaticos de Aspergillus sp. e Cellic CTec Il. (a) Conversédo de glucanas em
glicose e de galactana em galactose. (b) Concentracédo de glicose e galactose.

As barras de erro correspondem ao desvio padrao amostral.

5.5.6. Hidrélise enzimatica com 100FPU de Cellic CTec Il por grama de substrato
Foi avaliada a hidrolise enzimética da fracdo do residuo de K. alvarezii
utilizando o extrato enzimatico comercial Cellic CTec Il em uma quantidade 10

vezes superior a utilizada anteriormente com o intuito de melhorar a hidrolise da
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fracdo de galactana. A Figura 20 apresenta a hidrolise enzimatica do residuo de
K. alvarezii, utilizando o extrato enzimatico mencionado. As concentracdes de
glicose e galactose liberadas apds 72h de hidrélise enzimatica atingiram um
patamar de 9,3 g.L! e 1,2 g.L!, respectivamente (Figura 20b). Entretanto, as
porcentagens de conversao de glucana e galactana foram de aproximadamente
100% e 30%, respectivamente (Figura 20a). Com a utilizacdo da carga
enzimatica do extrato mencionado pode-se observar uma hidrélise quase
completa da glucana nas primeiras 4 horas de hidrélise devido a alta atividade
de enzimas celuloliticas contidas no extrato Cellic CTec Il. Também podemos
observar um aumento significativo da conversao de galactana (30%) quando
comparada com a hidrolise enzimatica utilizando o mesmo extrato, mas com uma
carga enzimatica de 10FPU.g* de substrato (14%). Além disso, o nivel de 30%
de conversdo de galactana em galactose foi proximo ao obtido com extrato

enzimatico de Aspergillus sp. (35%).
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Figura 20. Hidrdlise enzimatica do residuo de K. alvarezii utilizando extrato
enzimatico comercial Cellic CTec Il 100FPU/g de substrato. (a) Conversao de
glucanas em glicose e galactana em galactose. (b) Concentracédo de glicose e

galactose. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo amostral.

5.6. Modelagem cinética da hidrélise enziméatica

A modelagem matemética tem por objetivo na presente dissertacéo,
compreender melhor o comportamento cinético da hidrélise de polissacarideos
(polimeros) visando desenvolver processos enzimaticos de hidrélise que possam
atingir altos rendimentos em glicose e outros acucares (monémeros) (55).

Reacdes de hidrélise de polissacarideos sdo muito complexas, sendo
afetadas por uma série de fatores de diferentes naturezas, a iniciar pelo fato de
gue o substrato esta em uma fase sélida e o biocatalisador (enzima) em uma fase
liquida, constituindo um sistema catalitico heterogéneo (56). Em face disso, os
modelos propostos na literatura para estes sistemas reacionais, partem de uma

abordagem pseudo-homogénea, descrevendo o processo de hidrélise como uma
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sequéncia de reac0es irreversiveis de 12 ordem, representada genericamente por

(56):

Polimeros—L—» Mondmeros—2— Produtos de decomposi@o [Equacdo 1]

E frequente a segunda reacio da série ser significativa em processos de
hidrélise &cida. Entretanto, em processos de hidrolise enzimatica, dada a
especificidade de acéo do catalisador, ndo se observa a ocorréncia de tal reagcéo
em extensdo apreciavel, o que permite considerar r.=0 nestes casos.

Na presente dissertacdo, a cinética de hidrélise de glucana
(polissacarideo) utilizando diferentes complexos enzimaticos foi acompanhada e
modelada matematicamente medindo-se a concentracdo de glicose (mondémero)
formada durante a reacdo. Para a modelagem matematica da cinética da reacao,
partiu-se da Equagéo 1 com a consideragéo de que r2=0. Deste modo, a Equacao

1 assume a seguinte forma:

Glucana (G)—L1- glicose (g) [Equag&o 2]

Efetuando-se um balanco de massa de glicose no meio reacional, chega-

se a seguinte equacdo para a taxa de variacdo temporal da concentracdo de

glicose (9):
Z—Qt] =r [Equacéo 3]
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Na Equacdo 3, a velocidade de producdo de glicose r1 (g.Lt.h?) é
comumente postulada como sendo de primeira ordem (r1=kg). A integracdo da
Equacdo 3 com esta expresséo para ri, resultaria num crescimento exponencial
para a concentracdo de glicose, o que ndo condiz com o comportamento dos
dados experimentais verificado em todos os ensaios. Desta forma, uma pequena
modificacdo na expressdo de ri1 foi introduzida visando descrever o
comportamento observado experimentalmente de que a concentracao de glicose
tende a um valor maximo assintotico (gmax) para tempos longos de rea¢ao. Assim,
a seguinte equacdo modificada é proposta para r1, modificacdo esta que encontra
respaldo no trabalho de Zinnai et al (57):

r= k(gmax - g) [Equagéo 4]

Nota-se que o carater de primeira ordem da Equacéao 4 fica preservado
mesmo com a introducédo da modificacao proposta. Substituindo-se a Equacéao 4
na Equacao 3 e integrando a equacao resultante, obtém-se, apdés manipulacdes
algébricas, a seguinte equacao que descreve o perfil temporal de concentracéo

de glicose de acordo com o modelo proposto:

0 = U (1—6"“) [Equacéo 5]

Devido aos parametros gmax € k serem oriundos de uma abordagem
pseudo-homogénea, eles incorporam diversos aspectos intervenientes na
cinética de hidrdlise e, por esse motivo, foram estimados para cada ensaio

realizado, visando incorporar as variagdes decorrentes das diferentes condi¢cdes
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reacionais utilizadas. Os parametros foram estimados por regresséo nao linear,
minimizando-se a soma dos quadrados dos residuos entre os valores
experimentais e os calculados pelo modelo, de acordo com o algoritmo de
Marquardt (58). Uma informacéo importante que pode ser extraida a partir do
modelo matematico e que pode ser utilizada para comparagdo da capacidade

catalitica dos diferentes extratos enzimaticos empregados € a velocidade maxima

de reacdo (l,). Analisando-se a Equacgdo 4, observa-se que ri € maxima

guando g é minima, o que ocorre no instante inicial (t=0) quando g=0. Assim, a

velocidade méaxima de reacéo (I, ) é dada por:

e = KO o [Equag&o 6]

Nas Figuras 21 a 27 estdo mostrados os ajustes do modelo cinético aos
dados experimentais obtidos com diferentes extratos enzimaticos enquanto que
nas Tabelas 15 a 21 estdo apresentadas as correspondentes analises de
variancia dos ajustes realizados. Analisando-se as Figuras 21 a 27 pode se
observar que o modelo proposto descreve bem a tendéncia de comportamento
dos dados experimentais para todos 0s ensaios realizados, o que ¢é
guantitativamente comprovado pelas andlises de variancia apresentadas. O
modelo foi validado para todas as condic¢des utilizadas, apresentando indicadores
estatisticos (coeficiente de determinacao R2, F. e valor-p) bastante favoraveis a
sua validac&o. Na validacdo do modelo cinético utilizou-se o teste F de Fischer

apresentado por Froment e Bischoff (58), dado por:
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=P :
E ——A'Z;:F(p.n— pl—a)

i (v, -y <
= 1= p =
[Equacéo 7]

Na Equacéo 7, yi e Y; sdo respectivamente os valores experimental e

calculado da concentracdo de glicose no tempo i, h € o nimero de dados
experimentais (n=6) e p € o numero de parametros do modelo (p=2). Se o valor
calculado de F (Fc) for maior que o correspondente valor tabelado para graus de
liberdade p, n-p e probabilidade 1-a (F(p, n-p; 1-a)), a regresséo é considerada
estatisticamente significante, sendo 0.05 o valor comumente adotado para o nivel
de significancia (a). Para todos os ajustes, o valor tabelado de F é
F(2,4;0.95)=6.9443. O modelo também foi validado pelo teste do valor-p,
segundo o qual rejeita-se a hipotese de o modelo ser inadequado se este valor
for menor que o nivel de significAncia («) fixado para o teste. Como para todos
0s ajustes o valor-p foi muito inferior ao valor adotado para o nivel de significancia
(a=0.05), Tabelas 15 a 22, o modelo é valido em todos os casos. Analisando-se
os valores estimados dos parametros cinéticos, observa-se que o valor de k é em
torno de 0.1 h'', com excecdo daquele ajustado para o ensaio realizado com o
extrato enzimatico Cellic CTec Il (CE: 100 FPU/Q), para o qual o valor de k foi de
0.5 h't, um valor muito superior aos verificados para os demais extratos. Este
resultado pode ser atribuido a elevada carga enzimatica empregada neste ensaio

(100 FPU/g), o que aumentou significativamente a velocidade de reacdo. Com
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relacdo ao valor do parametro gmax, €ste se apresentou como dependente das
condicbes experimentais utilizadas, apresentando variacdes significativas em
seu valor. Além disso, constata-se que os desvios-padrdo dos parametros sao

pequenos, 0 que significa que as estimativas dos parametros sao precisas.
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g__=9.63393 + 0.38007 (g/L)
k=0.17734 + 0.02774 (h™)

g (g/L)

Cellit CTec Il (CE: 10 FPU/g) - Residuo
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t(h)

70 80

Figura 21. Ajuste do modelo proposto aos dados cinéticos obtidos com o extrato

enzimatico Cellic CTec Il (CE: 10 FPU/q) - Hidrdlise do residuo.

Tabela 15. Andlise de variancia do ajuste do modelo. Ref: Cellic CTec Il (CE: 10

FPU/g) - Residuo

GL SQ MQ=SQ/GL Fc valor-p
Regressdo | 2 | 353.0666 176.5333 438.99715 | 3.06663x107°
Residuos 4 1.60851 0.40213
2 1 n Y n )2 0.9786
R*=1 [%(Yi Yi) /E(yi Y)} Modelo
Validado

100



9 [
g J ®
7 - Celluclast (CE: 10 FPU/g) - Residuo
o 64
= . g, =9.44459 £ 0.23912 (g/L)
N 5 .
o ] k = 0.09446 + 0.00851 (h™)
4 -
3 4
2 4
14
0 y T y T y T y T y T y T y T y
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t (h)

Figura 22. Ajuste do modelo proposto aos dados cinéticos obtidos com o extrato

enzimatico Celluclast (CE: 10 FPU/qg) - Hidrdlise do residuo.

Tabela 16. Analise de variancia do ajuste do modelo. Ref: Celluclast (CE: 10
FPU/g) - Residuo

GL SQ MQ=SQ/GL Fc valor-p
Regressdo | 2 |281.88331 | 140.94165 | 1221.60565 | 3.99874x10°
Residuos 4 0.4615 0.11537
R2 0.9939 Modelo
Validado
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Figura 23. Ajuste do modelo proposto aos dados cinéticos obtidos com o extrato
enzimatico Trichoderma (CE: 10 FPU/qg) - Hidrélise do residuo.

Tabela 17. Analise de variancia do ajuste do modelo. Ref: Trichoderma (CE: 10
FPU/g) — Residuo.

GL SQ MQ=SQ/G Fec valor-p
L
Regressdo | 2 | 216.72661 | 108.36331 | 595.82217 | 1.67138x10°
Residuos 4 0.72749 0.18187
R? 0.9882 Modelo
Validado
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Figura 24. Ajuste do modelo proposto aos dados cinéticos obtidos com o extrato

enzimatico Ultra Clear (CE: 20 Ul/g) - Hidrdlise do residuo.

Tabela 18. Analise de variancia do ajuste do modelo. Ref: Ultra Clear (CE: 20
Ul/g) — Residuo

GL SQ MQ=SQ/G Fec valor-p
L

Regressdo | 2 | 98.92652 | 49.46326 | 1073.32571 | 5.17601x10°
Residuos 4 | 0.18434 0.04608

R2 0.9919 Modelo

Validado
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g (g/L)

Cellit CTec Il + Smash XXL (CE: 10 FPU+20 Ul/g) - Residuo
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Figura 25. Ajuste do modelo proposto aos dados cinéticos obtidos com o extrato
enzimatico Cellic CTec Il + Smash XXL (CE: 10 FPU+20 Ul/g) - Hidrdlise do

residuo.

Tabela 19. Analise de variancia do ajuste do modelo. Ref: Cellic CTec Il + Smash
XXL (CE: 10 FPU+20 Ul/g) — Residuo.

GL SQ MQ=SQ/ Fec valor-p
GL
Regressdo | 2 | 142.73138 | 71.36569 | 440.37135 3.04766x10°
Residuos 4 0.64823 0.16206
R? 0.9810 Modelo
Validado

104



8 [ J
] °
7 4
] °
6
- S Cellit CTec Il + Aspergillus - Residuo
~S
o 47 g =7.71927 + 0.32339 (g/L)
3 k = 0.08644 + 0.01266 (h™)
2 -
14
0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t (h)

Figura 26. Ajuste do modelo proposto aos dados cinéticos obtidos com o extrato
enzimatico Cellic CTec Il + Aspergillus - Hidrélise do residuo.

Tabela 20. Andlise de variancia do ajuste do modelo. Ref: Cellic CTec Il +

Aspergillus — Residuo.

GL SQ MQ=SQ/ Fec valor-p
GL
Regresséo | 2 | 182.56863 | 91.28432 | 466.06905 2.7231x10°
Residuos 4 0.78344 0.19586
R? 0.9847 Modelo

Validado
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Figura 27. Ajuste do modelo proposto aos dados cinéticos obtidos com o extrato
enzimatico Cellic CTec Il (CE: 100 FPU/g) - Hidrdlise do residuo.

Tabela 21. Analise de variancia do ajuste do modelo. Ref: Cellic CTec Il (CE:
100 FPU/g) — Residuo.

GL SQ MQ=SQ/G Fec valor-p
L
Regresséao 2 376.74942 | 188.37471 | 1181.39108 | 4.27481x10°6
Residuos 4 0.63781 0.15945
R2 0.9901 Modelo
Validado
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5.7. Consideracdes finais sobre a hidrdlise enzimatica das fracdes de K.
alvarezii

A hidrdlise enzimatica de glucana da fracdo do residuo de K. alvarezii
mostrou ser satisfatoria (atingindo 100% de conversao de glucana em glicose em
72h de reacgédo) quando foi utilizado os extratos comercias Cellic CTec I,
Celluclast e Cellulases. Entretanto, o extrato comercial Cellic CTec Il mostrou ser
mais eficiente, pois esse extrato proporcionou uma velocidade maxima de
producdo de glicose de 1,7 g.L1.h'l, superior quando comparado aos extratos
Celluclast e Cellulases (0,9 e 0,7 g.L1.h'%, respectivamente). Além disso, somente
0 extrato enzimatico Cellic CTec Il foi capaz de hidrolisar parcialmente a fragdo
de galactana presente na fracao do residuo (atingindo 14,7% de conversao de
galactana em galactose em 72h de reagao).

Outros extratos enzimaticos comerciais contendo atividades de
galactanases também foram testados, como se segue: Pectinase, Pectinex
Smash XXL e Pectinex Ultra Clear. Esses extratos foram testados a fim de se
obter uma melhor eficiéncia na hidrélise enzimatica da fracdo de galactana da
fracdo do residuo. Entretanto, apenas o extrato comercial Pectinex Smash XXL
foi capaz de hidrolisar a fracdo de galactana da amostra do residuo, atingindo
uma conversdo maxima de 5,0% apés 72h de reagdo. Assim, a conversao
méaxima da fracéo de galactana da amostra do residuo com a utilizagdo do extrato
comercial Cellic CTec Il foi de 14,7%, superior a conversao com 0 extrato
comercial Pectinex Smash XXL (5,0%). Desta forma, a ideia foi suplementar o

extrato Cellic CTec Il com Pectinex Smash XXL para tentar propiciar uma melhor
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converséao de galactana em galactose, além de manter a conversao de 100% de
glucana em glicose. Os ensaios de hidrélise enzimatica com a suplementacgéo do
extrato Pectinex Smash XXL ao extrato Cellic CTec Il mostraram uma conversao
méxima de galactana em galactose de 19,0%, porém, a conversdo méaxima de
glucana em glicose foi de apenas 78,0%, sugerindo que o extrato Pectinex
Smash XXL proporciona uma certa inibicdo ao extrato Cellic CTec Il na reagao
de hidrolise enzimética da amostra do residuo.

Na tentativa de melhorar os niveis de conversdo de galactana em galactose
da fracdo do residuo de K. alvarezii foi produzido um extrato contendo atividades
de galactanases a partir do fungo Aspergillus sp. Um ensaio de hidrdlise
enzimatica contendo apenas o extrato concentrado de Aspergillus sp. e o residuo
mostrou uma conversdo maxima de 35,0% de galactana em galactose, porém, a
fracdo de glucana do residuo néo foi hidrolisada. Desta forma, o extrato comercial
Cellic CTec Il foi suplementado com o extrato Aspergillus sp. (obtido no
laborat6rio) para tentar propiciar uma melhor conversdo de galactana em
galactose e manter a conversao de 100% de glucana em glicose. Os ensaios de
hidrélise enzimética com a suplementacdo do extrato Aspergillus sp. ao extrato
Cellic CTec Il mostrou uma conversdao maxima de galactana em galactose de
35,0% e de glucana em glicose de 95%, ambas em 72h de reac&o. O presente
ensaio mostrou a melhor eficiéncia de conversdo de hidrolise enzimética da
fracdo de galactana da amostra do residuo (35,0%). Entretanto, a atividade de
galactanases produzidas a partir do fungo Aspergillus sp. foram muito baixas,

mesmo apds concentrar 100 vezes o extrato enzimatico.
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A fim de tentar melhorar a eficiéncia de hidrélise enzimética da fracdo de
galactana da amostra do residuo no ensaio com extrato comercial Cellic CTec I,
foi proposto aumentar a carga enzimatica (FPU/grama de substrato) em 10 vezes
do extrato comercial Cellic CTec Il. Esse ensaio mostrou uma conversdo maxima
de galactana em galactose de 30,0% e de glucana em glicose de 100%, ambas
em 72h de reacdo. Além disso, 0 ensaio mostrou uma velocidade maxima de
producéo de glicose de 4,5 g.L1.h"! superior quando comparado ao ensaio com
o extrato comercial Cellic CTec Il com carga de 10 FPU/grama de substrato (1,7
g.Lt.h'1). Assim, neste presente ensaio em 4h de reacdo ja foi possivel atingir
uma conversao de glucana em glicose de 92,7%, enquanto no ensaio com uma
carga de 10 FPU/grama de substrato (10 vezes menor) a converséo atingida em

4 h de reacao foi de 64,6%.

5.8. Tratamento &cido brando apdés hidrélise enzimética com 100FPU de Cellic

CTec Il por grama de substrato

O ensaio de hidrélise enzimatica da fracédo do residuo de K. alvarezii com
uma carga enzimatica do extrato comercial Cellic CTec Il de 100 FPU por grama
de substrato foi 0 mais eficiente na conversao de glucana em glicose (100%) e
de galactana em galactose (29,6%), com excecao do extrato do fungo Aspergillus
Sp. que atingiu uma conversao de galactana em galactose de 35%. Entretanto, o
nivel de atividade de galactanases do extrato enzimatico do fungo Aspergillus sp.
foi muito baixo, tornando dificultosa sua producgéo. Desta forma, na tentativa de

aumentar o nivel de conversao de galactana em galactose da fracdo do residuo
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foram testados alguns experimentos com adi¢éo de &cido sulfarico apos 72 h de
hidrélise enzimatica da fracdo do residuo utilizando-se o extrato comercial Cellic
CTec Il com uma carga enzimatica de 100 FPU por grama de substrato (Tabela
15).

Os experimentos com acido sulfurico realizados em condi¢gdes brandas da
fracdo do residuo de K. alvarezii apés 72 h de hidrélise enzimatica mostraram
conversoes finais de galactana em galactose e acimulo de HMF que variaram
de 38,6% a 47,4% e 0 a 0,079 g.L?, respetivamente, dependendo das condicdes
experimentais testadas (Tabela 15). Além disso, a concentracdo de glicose no
hidrolisado enzimatico (9,3 g.L?, item 5.5.6) ndo foi alterada significativamente
apos o tratamento acido em nenhuma das condigcbes experimentais testadas
(dados ndo mostrados). Desta forma, os tratamentos com &cido sulftrico apés a
hidrélise enzimética proporcionaram um aumento percentual de conversdo de
galactana em galactose que variaram de 30,6% a 60,4%, dependendo das
condicBes experimentais testadas (Tabela 15).

O maior aumento percentual obtido entre os tratamentos com acido sulfarico
testados ocorreu na seguinte condicdo experimental: temperatura de 60°C,
tempo de 90 minutos e concentracdo de acido de 2% (%massa/massa). Nesta
condigcéo o percentual de aumento de converséo de galactana em galactose foi
de 60,4% o que também culminou na formacdo de pequenas quantidades de
HMF (0,01 g.L ') (Experimento 7, Tabela 15). Na condicdo mais drastica
(Experimento 8, Tabela 15) houve um percentual de aumento de conversao de

galactana em galactose de 53,1%, inferior aos 60,4% obtidos no experimento 7,
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além disso, nesta condicdo (Experimento 8, Tabela 22) houve também o maior
acumulo de HMF (0,08 g/L), oito vezes maior ao encontrado no experimento 7
(Tabela 22).

Segundo reportado na literatura (59), concentracdes inferiores a 1,5 g.L*
de HMF em hidrolisados contendo glicose e galactose nao inibem de forma
drastica fermentacfGes alcoolicas realizadas com a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Considerando que a melhor condicdo experimental para conversao
de galactana em galactose (Experimento 7, Tabela 22) culminou em um acumulo
de apenas 0,01 g.L* de HMF, podemos considerar o experimento 7 como melhor

condicao experimental para producdo de galactose no hidrolisado enzimatico.
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Tabela 22. Conversdo de galactana em galactose apds hidrélise enzimatica e

conversdo de galactana em galactose e fomacdo de HMF apds a hidrolise

enziméatica + tratamento acido brando.

Conversao

Aumento
~ de galactana .
Converséao de no nivel
em galactose
galactana em ! de ~
L apos % Formagao
Variaveis galactose na NP conversao
o hidrolise . de HMF
hidrolise N apos o
o enzimatica +
enzimatica tratamento
tratamento L
. acido
acido
Ex Temperatura Tempo Concentragao (%) (%) (%) g.L?
) (min) (%)

1 60 30 0.5 29,6 40,5 36.9 0,000
2 80 30 0.5 29,6 38,6 30.6 0,001
3 60 90 0.5 29,6 41,1 39.1 0,001
4 80 90 0.5 29,6 41,1 39.1 0,004
5 60 30 2 29,6 38,4 29.9 0,005
6 80 30 2 29,6 38,7 30.9 0,014
7 60 90 2 29,6 47,4 60.4 0,013
8 80 90 2 29,6 45,3 53.1 0,079
9 70 60 1 29,6 43,7 47.7 0,018
10 70 60 1 29,6 43,8 48.2 0,010
11 70 60 1 29,6 38,7 30.9 0,006
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6. Concluséo

O processamento da biomassa de K. alvarezii foi realizado com sucesso, o
qgue gerou 4 fragches, como se segue: amostra nao tratada, tratada com KOH,
residuo e carragena semi-refinada. Os principais carboidratos poliméricos
encontrados em todas as fragdes obtidas foram a galactana e glucana. Outros
componentes importantes foram as cinzas, grupos sulfatos, proteinas e
aromaticos insoluveis. A fracdo do residuo mostrou ser um substrato rico em
glucanas enquanto que a carragena semi-refinada e a carragena comercial
mostraram ser um substrato rico em cinzas e galactanas.

Os extratos enziméticos comerciais Cellulase (Sigma), Cellic CTec Il
(Novozymes), Celluclast (Novozymes) mostraram atividades enzimaticas
especificas de endoglucanases e exoglucanases similares entre eles.
Entretanto, o extrato Cellic CTec Il mostrou uma maior atividade enzimatica de
B-glicosidases comparado aos extratos Celluclast e Cellulase.

Os extratos enzimaticos comerciais Pectinase (Sigma), Pectinex Smash
XXL (Novozymes) e Pectinex Ultra Clear (Novozymes) mostraram atividades
enzimaticas especificas de galactanases totais similares entre eles.

Foi obtido um extrato enzimatico com atividade de galactanases e f-
galactosidases a partir do fungo Aspergillus sp. Entretanto, os niveis de atividade
de galactosidases foi inferior ao reportado na literatura.

As trés fracdes obtidas (amostra ndo tratada, tratada com KOH e o residuo)
foram hidrolisadas com os extratos comerciais contendo atividades de celulases

0 que culminou em uma conversdao completa de ambas amostras da fracéo
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polissacaridica de glucana. Os extratos comerciais contendo atividades de
galactanases foram menos eficientes quando comparado aos extratos contendo
atividades de celulases para a hidrélise de glucana das fracdes em estudo,
atingindo uma converséo maxima de 80% de glucana em glicose.

Somente os extratos comerciais Cellic CTec Il (Novozymes) e Pectinex
Smash XXL (Novozymes) foram capazes de hidrolisar a fracdo de galactana da
amostra do residuo, atingindo uma conversao maxima de 14,7%. Além disso, a
mistura entre os dois extratos (Cellic CTec Il + Pectinex Smash XXL) mostrou um
aumento na conversao de galactana em galactose, atingindo um valor de 19%
de conversdo. Entretanto, também houve uma diminuicdo na conversdo de
glucana em glicose (78%), quando comparando com a conversdao obtida
utilizando o extrato Cellic CTec Il individualmente (100%).

A fracdo do residuo de K. alvarezii mostrou um nivel de conversdo de
galactana em galactose de 35% quando hidrolisado enzimaticamente com o
extrato produzido a partir de Aspergillus sp. Entretanto, o presente extrato
individualmente ndo foi capaz de hidrolisar a fracdo de glucana do presente
material. Além disso, a mistura entre os dois extratos (Cellic CTec Il + Aspergillus
sp.) mostrou o mesmo nivel de conversdo de galactana em galactose (35%),
porém com uma conversao maxima de glucana em glicose de 95%.

Os testes com extrato enzimatico comercial Cellic CTec Il com 100FPU por
grama de substrato na hidrélise enzimatica da fracado do residuo de K. alvarezii
apos as quatro primeiras horas mostraram uma converséao de glucana em glicose

e de galactana em galactose de 92,6% e 17,9%, respetivamente. Além disso, ao
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final de 72 h de reacdo a conversédo de glucana em glicose e de galactana em
galactose atingiram 100% e 30%, respetivamente.

O tratamento com &cido sulfarico da fracédo do residuo de K. alvarezii apos
72 h de hidrélise enzimatica com o extrato enzimético comercial Cellic CTec Il
com 100FPU por grama de substrato mostrou um aumento percentual na
conversdo de galactana em galactose em 60,4% na melhor condigédo
experimental avaliada (atingindo uma converséo final de galactana em galactose
de 47,4%). Além disso, a concentracao de glicose no hidrolisado enzimatica apés
o tratamento com acido sulfdrico ficou no mesmo patamar observado apos as 72
h de hidrélise enzimatica prévio a etapa do tratamento com &cido sulfarico.

Os resultados de hidrélise enzimética da fracdo do residuo indicam que
pode haver um potencial de producdo de bioprodutos a partir do melhor
aproveitamento do residuo gerado no processamento de carragena. Um exemplo
seria a producdo de etanol a partir de hidrolisado de glicose + galactose. Assim,
como o residuo obtido ndo é considerado uma fonte de alimento esse método
poderia ser considerado como um modelo de producdo de biocombustiveis de
guarta geracao.

Em resumo, temos demonstrado um novo aspecto dentro do conceito de
biorrefinarias de K. alvarezii para produzir ndo somente carragena, mas também
bioprodutos a partir do hidrolisado de glicose + galactose. Esses avanc¢os podem
contribuir para uma melhor concepcdo de estratégias de producdo de

biocombustiveis no setor de producéo de hidrocoloides.
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