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Resumo

Kappaphycus alvarezii € uma macroalga vermelha utilizada principalmente para
producao industrial de hidrocoléides (principalmente carragena). O cultivo de K.
alvarezii foi estabelecido como uma atividade econdmica importante em mais de
20 paises. Os principais componentes da biomassa de K. alvarezii sao
carboidratos. O processamento de carragena a partir de K. alvarezii promove a
formacgado de um residuo rico em glucana. Objetivo: Avaliar o desenvolvimento
de cultivos de K. alvarezii em diferentes condi¢des climaticas e averiguar o efeito
da hidrélise enzimatica sobre os residuos obtidos pds-processamento de
carragena. Métodos: A parte experimental envolveu o cultivo de 4 cepas de K.
alvarezii ao longo de um ano no oceano atlantico em Ubatuba-SP. A partir dos
dados dos cultivos foram calculadas as velocidades de crescimento e
produtividades. Cultivos selecionados com base nos dados de produtividade
foram previamente misturados e homogeneizados e submetidos a um pré-
tratamento com KOH 6%. As biomassas previamente pré-tratadas com KOH 6%
foram extraidas com agua para a obten¢ao das carragenas e dos residuos. As
fracdes obtidas no processamento foram caracterizadas quimicamente. Os
residuos foram hidrolisados enzimaticamente com celulases comerciais.
Resultados: Foram diferenciados trés niveis de produtividade (A, setembro-
dezembro de 2013; B, janeiro-margo de 2014; C, abril-junho 2014). Os valores
de produtividade foram maiores no nivel B e intermediarios nos niveis A e C. Os
valores de produtividade e velocidade de crescimento dos cultivos foram
correlacionados em funcdo da temperatura e transparéncia. Os principais
componentes avaliados na biomassa dos cultivos em estudo foram galactanas,
glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis, grupos sulfatos e lipideos. Os
teores médios dos componentes nas amostras nao tratadas referentes aos niveis
A B e C foram de 40,8%, 44,3% e 34,4% (galactanas), 13,1%, 14,9% e 13,1%
(glucanas), 14,8%, 14,8% e 12,5% (cinzas), 4,6%, 4,1% e 2,1% (proteinas),
3,1%, 3,6% e 3% (aromaticos insoluveis), 11,3%, 13,7% e 12,1% (grupos sulfato)
e 8,3%, 1,8% e 5% (lipideos), respetivamente. Apds o pré-tratamento com KOH
6% as amostras sofreram redugdo das fragbes de galactanas, glucanas e
proteinas. As carragenas obtidas mostraram um enriquecimento das fragdes de
galactanas, cinzas e proteina, sendo similares a uma carragena comercial. Os
residuos obtidos mostraram um enriquecimento da fragdo de glucanas. Os teores
brutos médios de glucanas nos residuos referentes aos niveis A B e C foram de
31,5%, 34,3% e 32,6%, respectivamente. As hidrélises enzimaticas das fragdes
de glucanas dos residuos obtidos culminaram em uma converséo de 100%, para
ambos os niveis em estudo. Conclusao: A macroalga K. alvarezii foi capaz de
se desenvolver em todas as estagdes climaticas do ano. A hidrolise enzimatica
da fragao de glucana dos residuos indicaram que a formagéao de glicose a partir
de glucana independe dos diferentes cultivos e cepas em estudo. Desta forma,
os hidrolisados de glicose mostraram potencial para producao de bioprodutos
e/ou biocombustiveis.

Palavras-chave: Macroalga, Kappaphycus alvarezii, Cultivo, Residuo,
Composicao quimica e Hidrolise enzimatica.
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Abstract

Kappaphycus alvarezii is a red macroalgae used mainly for industrial production
of hydrocolloids (mainly carrageenan). K. alvarezii cultivation has been
established as a major economic activity in more than 20 countries. The main
components of K. alvarezii biomass are carbohydrates. Carrageenan processing
from K. alvarezii promotes the formation of a residue rich in glucan. Objective:
Evaluate the development of K. alvarezii cultures under different climatic
conditions and to investigate the effect of the enzymatic hydrolysis on the residues
obtained after carrageenan process. Methods: The experimental part involved
the cultivation of 4 strains of K. alvarezii over a year in the Atlantic Ocean in
Ubatuba-SP. Growth rates and productivity were calculated with cultivation data.
Cultivation selected on the basis of productivity data were pre-mixed and
homogenized and pretreated with 6% KOH. The biomass previously pretreated
with 6% KOH were extracted with water to obtain carrageenans and residues.
The fractions obtained in the processing were characterized chemically. The
residues were enzymatically hydrolyzed with commercial cellulases. Results:
Three levels of productivity were differentiated (A, September-December 2013, B,
January-March 2014, C, April-dune 2014). The productivity values of level B were
higher than of levels A and C. The productivity values and the growth rate of the
cultuvations were correlated as a function of temperature and transparency. The
main components evaluated in the biomass of the studied cultivations were
galactans, glucans, ashes, proteins, insoluble aromatics, sulfate groups and
lipids. The mean contents of the components in the untreated samples for levels
A, B and C were 40,8%, 44,3% and 34,4% (galactans), 13,1%, 14,9% and 13,1%
(glucans), 14,8%, 14,8% and 12,5% (ashes), 4,6%, 4,1% and 2,1% (proteins),
3,1%, 3,6% and 3% (insoluble aromatics), 11,3%, 13,7% and 12,1% (sulfate
groups) e 8,3%, 1,8% and 5% (lipids), respectively. After pre-treatment with 6%
KOH, the samples were reduced in the fractions of galactans, glucans and
proteins. The carrageenans obtained showed an enrichment of the galactans,
ashes and proteins fractions and were similar to a commercial carrageenan. The
residues obtained showed an enrichment of the glucans fraction. The averages
glucans content in the A, B and C residues were 31.5%, 34.3% and 32.6%,
respectively. The enzymatic hydrolysis of the glucan fraction of the residues
obtained culminated in a conversion of 100%, for both study levels. Conclusion:
The macroalgae K. alvarezii was able to develop in all climatic seasons of the
year. The enzymatic hydrolysis of the glucan fraction of the residues indicated
that the formation of glucose from glucan does not depend on the different
cultures and strains studied. In this way, glucose hydrolysates showed the
potential to produce bioproducts and/or biofuels.

Key words: Macroalgae, Kappaphycus alvarezii, Cultivation, Residue, Chemical
composition and Enzymatic hydrolysis.
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1. Introdugao

Atualmente, grandes quantidades de etanol sdo produzidas a partir da
sacarose e/ou melago de cana de agucar, além de materiais lignocelulésicos. O
uso de materiais lignoceluldsicos para a produg¢ao de biocombustiveis e produtos
quimicos apresenta muitas vantagens em termos de disponibilidade de recursos
tendo em vista a grande quantidade desses materiais produzidos por atividades
florestais e agricolas. Entretanto, os materiais lignocelulésicos sdo muito
recalcitrantes a hidrélise enzimatica de polissacarideos, sendo necessario um
pré-tratamento quimico prévio do material para hidrolise enzimatica com
conversdes acima de 30% (1). Outra fonte renovavel que pode ser utilizada para
a producao de bioprodutos e/ou biocombustiveis sdo as algas, que também
podem ser cultivadas em grandes quantidades no Brasil. As algas s&o plantas
terrestres e aquaticas e muitas espécies contem altos teores de carboidratos e
baixo conteudo de lignina e no futuro proximo essa fonte tornar-se a essencial
para o uso em processos fermentativos (2-6). Além disso, algumas espécies de
algas também contém lipideos que podem ser pré-extraidos e utilizados para a
producao de biodiesel (7).

O baixo conteudo de lignina em algas faz com que os polissacarideos sejam
mais acessiveis a tratamentos quimicos e enzimaticos 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 respiracéo, ao contrario das plantas

terrestres. Desta forma, as algas tém um ganho ambiental que pode ser
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convertido em um ganho econdbmico com a comercializagdo de créditos de
carbono. Além disso, em média as algas tém uma produtividade de 22 kg.m-
2ano™' superiores as plantas terrestres que tem uma produtividade média de 0,5-
4,4 kg.m?2ano' (ambos dados reportados em relagdo a biomassa produzida)
(2,10).

As macroalgas marinhas sao classificadas em trés principais grupos:
macroalga marrom (Phaeophyceae), macroalga verde (Chlorophyceae) e
macroalga vermelha (Rhodophyceae) (11,12). A composi¢do quimica das
macroalgas vermelhas varia de espécie para espécie, porém geralmente incluem
glucanas, galactanas, grupos sulfatos e compostos inorganicos. A glucana
consiste em um carboidrato polimérico que contem unidades fundamentais de
glicose. A galactana consiste em um carboidrato polimeérico que contem unidades
fundamentais de galactose e 3,6-anidrogalactose, além de grupos sulfatos. O
padrao de substituicdo de grupos sulfato e de 3,6-anidrogalactose nas galactanas
varia entre as diferentes classes desses compostos, da espécie da macroalga
vermelha, além das condigdes de cultivo. A parede celular das macroalgas
vermelhas € composta por fragdes de glucanas, por dois tipos de polissacarideos
estruturais de cadeia longa que sao avaliados pela sua capacidade de formagéao
de gel, além de compostos inorganicos (13-15).

A espécie K. alvarezii pertence a classe de macroalgas vermelhas, sendo
cultivada para fins comerciais principalmente na Indonésia e Filipinas. O cultivo
de macroalgas vermelhas foi estabelecido como uma atividade econémica

importante em mais de 20 paises, contribuindo com aproximadamente 35% da
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producdo total de macroalgas marinhas (16). A espécie K. alvarezii é
amplamente utilizada para a produgéao industrial de hidrocoldides (principalmente
a carragena). A carragena pode ser classificada como lambda (1), kappa (k) ou
iota (i) de acordo com a capacidade de formacdo de gel e é utilizada
principalmente no setor alimenticio, farmacéutico e de cosméticos (11,12).

A carragena representou um mercado global anual de mais de 762 milhdes
de dolares em 2016 (17). O Brasil produz pequenas quantidades de carragena,
aproximadamente 10 toneladas por ano. O Brasil, também produziu no ano de
2015, 700 toneladas da macroalga K. alvarezii. Entretanto, essa produgédo nao
foi suficiente frente a demanda econdmica nacional, que € da ordem de 1800
toneladas por ano, exigindo a importagao de 1100 toneladas de K. alvarezii das
Filipinas (18,19). O processamento de carragena de diferentes cepas de K
alvarezii promove a formag¢ao de um residuo rico em glucana. Esse residuo pode
ser hidrolisado enzimaticamente por celulases formando glicose que pode ser
utilizada para a produgao de bioprodutos de interesse comercial (um exemplo
seria a producao de etanol combustivel) (15,20)

Dentro do contexto apresentado o objetivo do presente estudo foi avaliar o
desenvolvimento de cultivos de K. alvarezii em diferentes condicdes climaticas e
e o efeito da hidrolise enzimatica dos residuos obtidos pds-processamento de
carragena. A seguir sera apresentada uma revisao bibliografica sobre o estado

da arte do tema abordado no estudo.
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2. Revisao bibliografica

2.1. Produgéo comercial de carragena

A carragena kappa é um importante coloide hidrofilico (hidrocoloide) que se
acumula em numerosas espécies de macroalgas vermelhas. A industria global
de carragena foi avaliada em 762 milhdes de ddlares em 2016 (17). O maior
produtor de carragena atualmente é a Filipinas, que representa cerca do 77% da
oferta mundial (18,19). O valor do mercado para carragena na Asia-Pacifico é
extremamente maior em comparacdo com os mercados da América do Norte e
Europa. A China é o principal exportador de carragena para Estados Unidos e
Europa. A produc¢do mundial de carragena excedeu 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 aplicagao é
na industria de chocolate, utilizando a carragena para manter o chocolate em
suspensao. A carragena € utilizada também na industria farmacéutica, de
cosméticos 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, Vietham e algumas
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ilhas do pacifico, sendo responsaveis por mais de 88% da producao 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 produgdo comercial de K. alvarezii pelo governo brasileiro na baia de
Sepetiba-RJ, onde encontram-se, aproximadamente, 30 fazendas de cultivo. O
Brasil produz pequenas quantidades de carragena, aproximadamente 10
toneladas por ano. Parte da produg&o de carragena no Brasil é obtida de bancos
naturais de Hypnea musciformis, porém esses bancos s&o limitados e o cultivo
de H. musciformis nao foi desenvolvido com sucesso, consequentemente o Brasil
importa anualmente 1 tonelada de carragena e 2 toneladas de K. alvarezii das

Filipinas (16,18,21,22).

2.2. Cultivos e produgdo de macroalgas
As macroalgas sdo cultivadas comercialmente para a extracdo de
carragena por meio de técnicas de aquicultura (cultivo de organismos aquaticos).

Existem diferentes métodos de cultivo, como segue:

e Meétodo do cultivo em linha: os propagulos das macroalgas sao
conectados a cordas com diferentes comprimentos (por exemplo, de
10 m a 50 m, ou mais) que sdo colocadas em um arranjo paralelo
com espagamento variavel entre elas, dependendo do tamanho das

espécies de macroalgas (de 0,3 m a 1,0 m ou mais).
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e Método do cultivo liquido: os propagulos das macroalgas séao
anexados a redes colocadas a uma determinada profundidade de
agua, geralmente flutuando na superficie ou ligeiramente submersas.

e Meétodo do cultivo de jangada flutuante: a plantacédo ocorre na
superficie, associando macroalgas a linhas ou redes com forma dada
por uma estrutura rigida flutuante feita de bambu ou outro tipo de
material.

e Meétodo do cultivo de tanques ou lagoas: as macroalgas podem ser
amarradas promovendo racemos profusos suspensos ou flutuando

livremente na superficie de tanques ou lagoas (23).

Além dos métodos de cultivo descritos anteriormente existe ainda o método
conhecido como “TIE-TIE” (Figura 1), que consiste em um sistema de amarragéo,
o qual foi utilizado no presente estudo. Esse sistema consiste em uma balsa
ancorada na superficie da agua com 0,5 m a 1,0 m de profundidade. A balsa
ancorada é dividida em modulos que contém tubos de PVC (policloreto de
polivinila) fechados em sua extremidade (Figura 1). Sob cada mdédulo € amarrada
uma rede de nylon. Os modulos principais também podem ser divididos em
modulos secundarios (Figura 1). Ao longo dos médulos s&o alinhadas linhas de
nylon com um espagamento adequado entre elas para amarrar os brotos em

crescimento vegetativo das macroalgas, (Figura 1) (11).
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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 (16).

2.3. Classificagéo, 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 sao 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 heterotroficas sé&o
capazes de assimilar pequenas moléculas organicas que séo transformadas em

compostos mais complexos como lipideos, carboidratos e proteinas (24).
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As algas s&o agrupadas em duas categorias: microalgas e macroalgas
baseando-se em sua morfologia e tamanho. As microalgas s&o organismos
microscopios, unicelulares e fotossintetizantes. As macroalgas sdo 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 (6,24,25).

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

Imagens de microscopia eletrénica de transmissao na diregao transversal e
longitudinal da parede celular de C. Thalli mostram a deposi¢ao da lamela média
(M), parede celular primaria (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 n&o tém sido descritas na literatura em

macroalgas vermelhas (3). Entretanto, nos matérias lignocelulésicos, a maior
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parte da lignina se encontra nas paredes celulares secundarias (26). A auséncia
desta parede nas macroalgas vermelhas pode explicar o baixo teor de lignina na

sua composigao (Figura 2).

Longitudinal Trapsvgrs al

Calliarthron geniculum

- —
Calliarthron intergeniculum
Figura 2. Morfologia e ultraestrutura de Calliarthron Thalli com pontuagdes
flexiveis denominadas geniculum e separado por segmentos calcificados
denominados intergeniculum. (A) Aspecto geral, (B) secéo longitudinal (vista
sobre luz UV) e (C) secao 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 primaria. Abreviagoes:
cen=células; gc=células geniculares; igc=ceélulas intergeniculares; ceri=células

geniculares centrais; peri=células geniculares periféricas; cl=cloroplastos;
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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 transmissado de uma célula
de fibra 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).

et S

B, o N

-_mnﬂ

ﬁ

Figura 3. Morfologia e ultraestrutura de Arapdopsis. (A e B) segéo transversal da

Arabidopsis

j

fibora com barra de escala de 0,5 mm. M=lamela média; P=parede celular
primaria; S1-S2-S3= camadas da parede celular secundaria.

2.4. Composicdo quimica de macroalgas
As macroalgas contém carboidratos, lipideos, proteinas, cinzas e
aromaticos (3,6,27). A composi¢cdo quimica de macroalgas pode ser muito

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

Muitos tipos de carboidratos poliméricos s&do encontrados em macroalgas.
Os principais tipos de carboidratos que compdem 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 ramificagdes conectadas
através de ligagdes do tipo B-1-6), manitol (um tipo de agucar 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-gulurénico 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 ligagdes
do tipo 1-4 alternadas em ligagdes 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 ligagdes do tipo 1-4 alternadas em ligagdes 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 através de ligagdes do tipo a-1-4
e a-1-6), pectina (polimero consistindo de unidades de &acido galacturénico

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

macroalgas (6).

Tabela 1. Tipos de carboidratos e teores de carboidratos totais em porcentagem

massica (%emassa/massa, dados em base seca) de algumas classes e espécies de

macroalgas (6,13,28-30).

Tivos de Carboidratos Referéncia
Algas Classes PO totais
carboidratos (%)
Gelidium amanssi Agar, carragena, 75,2 (30)
Vermelha celulose
Kappaphycus Celulose, (19,(15,20)
. 55,4-78,3
alvarezii carragena
I_.amnlngr/a Laminarina, 51,9 (28)
Japonica Marrom  manitol, alginato
Sargassum ’ ’ (28)
celulose 39,6
fulvellum
Ulva lactuca . 54,3 (28)
Ulva pertusa Verde Amido, celulose 652 (29)

30



Os principais tipos de carboidratos encontrados na macroalga vermelha K.
alvarezii séo glucanas e galactanas. A literatura reporta teor médio de glucana e

galactana da ordem de 32% e 13% (%massa/massa), respectivamente (15,20).

2.5.1. Proteinas, lipideos e cinzas

Os conteudos de proteinas em macroalgas sao também variaveis
dependendo das espécies avaliadas. Em média o teor de proteinas em
macroalgas é de 12% (%massa/massa, biomassa seca) (Tabela 2) (6,27). O
conteudo de lipideos € também variavel dependendo das espécies avaliadas. Os
lipideos podem ser extraidos da biomassa e utilizados para a produgao de
biodiesel. Em média o teor de lipideos em macroalgas é de 5% (%massa/massa,
biomassa seca) (Tabela 2) (6,7,27). O conteudo de cinzas em macroalgas
também é bastante variavel dependendo das espécies avaliadas. Compostos
quimicos inorganicos sao 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) (6,27).
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Tabela 2. Teores de lipideos, proteinas e cinzas em porcentagem massica
(Y%omassa/massa, dados em base seca) de algumas classes e espécies de

macroalgas (6).

Macroalgas 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

Meinita et al. (13), reportaram teores médios de proteinas, lipideos e cinzas
em biomassa de K. alvarezii da ordem de 2,3-5,4%, 0,6-0,9% e 12,6-19,5%,
respectivamente. Outros estudos reportaram teores médios de proteinas,
lipideos e cinzas em biomassa de K. alvarezii (cepas vermelha e marrom) da
ordem de 15,5-16,2%, 2,8-4,7% e 0,6-0,8% (%massa/massa), respectivamente

(15,20).

2.5.2. Aromaticos

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 reacgdes
radicalares de acoplamento de alcoois hidroxicinamicos (monolignols) que sao
componentes precursores da formagdo da lignina e sao utilizados para

caracterizar ligninas de plantas terrestres. O método de DRFC é considerado
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como um diagnostico de lignina, pois esse método cliva apenas as ligagdes do
tipo B-aril-éter de monolignols acetilados. A aplicagdo do método de DFRC em C.
Thalli mostrou a presenca de acetatos oriundos de alcoois 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 apods a
aplicacéo do método de DFRC (3).

Para cada grama de biomassa de C. Thalli genicula foi obtido
aproximadamente 0,25 mg de monémeros de DFRC (raz&o molar H:G:S =
1:1.5:tragos), enquanto que na intergenicula néo calcificada foi obtido 0,19 mg de
mondmeros de DFRC (razdo molar H:G:S = 1:2.4:0.1). O rendimento de
mondmeros de DFRC de gimnosperma (Pine loblolly) e da ordem 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. (27) quantificaram o teor de aromaticos em biomassa da
macroalga Ulva lactuca pelo método de lignina Klason (lignina insoluvel). O teor
de aromaticos foi da ordem de 1,5% (%massa/massa, dados em base seca). Wi
et al. (2) mostraram a presencga de 1,5% de aromaticos insoluveis e 3,2% de
aromaticos soluveis (Y%omassa/massa, dados em base seca) em biomassa da
macroalga Gelidium amanssi. Entretanto, os teores médios de lignina total em
gimnospermas e angiospermas sao em média de 30% e o de cana-de-agucar de

20% (9,31,32). Estudos recentes da macroalga K. alvarezii (cepas vermelha e
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marrom) mostraram teores médios de aromaticos insoluveis da ordem de 1,8-

2,7% (Y%massa/massa, dados em base seca) (15,20).

2.6. Hidrolise acida e enzimatica de celulose

A celulose pode ser hidrolisada em de glicose por tratamento enzimatico ou
acido. Existem algumas propriedades fisico-quimicas que dificultam a hidrolise
enzimatica e podem ser entendidos. No caso da hidrdlise acida, condigdes de
reagcdes mais severas sdo necessarias (altas temperaturas e concentragdes de
acido). Isso significa que parte dos agucares liberados dos polissacarideos sé&o
degradados antes do final da hidrélise acida. Além disso, a hidrdlise quimica pode
promover a formacado de compostos que sdo capazes de inibirem subsequentes
fermentacdes. No caso da hidrolise enzimatica, a reagcdo € realizada sob
condigdes mais amenas, porém requer tempos mais longos de tratamento (até
72h) (33).

A acessibilidade de enzimas ao substrato € critica durante a hidrdlise
enzimatica. Adicionalmente, adsor¢cao de celulases na superficie do substrato
também tem uma importante fungao (34). Celulases que adsorvem no substrato
ampliam sua extensdo mostrando um aumento na velocidade de hidrélise da
celulose cristalina comparada a de celulases que adsorvem menos fortemente.
A descoberta de dominios de ligagao para celulose (CBDs) em algumas enzimas
celuloliticas explica em parte as diferencas da habilidade de celulases em
adsorver na celulose (35). Uma correlagdo entre a hidrofobicidade de

endoglucanases e sua habilidade em adsorver na celulose tem sido reportada
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(36). 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 adsorg¢ao na lignina (adsorgéo improdutiva) (30-32).
Para uma eficiente hidrélise da celulose é necessaria a agao 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 n&o redutoras da cadeia de celulose e liberam
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 ligagbes B-1,4 glicosidicas, e atuam
sinergicamente, criando novos sitios para hidrolise, além de reduzir a inibicao

pelo produto (40,41) (Figura 5).
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Figura 5. Modo de acédo das enzimas do complexo celulolitico de Trichoderma

reesei (34).

A literatura tem reportado um conteudo limitado de lignina e/ou aromaticos

em biomassa de macroalgas (2,3,6,16,33) (15,20). Desta forma, celulases podem

ser mais efetivas nesta biomassa devido a menor probabilidade de adsorcgéo

improdutiva da enzima. Estudos recentes demostraram que a fragdo de glucana

da biomassa de K. alvarezii (cepas vermelha e marrom) foram susceptiveis a

hidrolise enzimatica com extratos comerciais contendo atividade de celulases,

nao mostrando nenhum tipo de recalcitrancia (15,20).
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3. Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desenvolvimento de cultivos de
K. alvarezii em diferentes condi¢des climaticas e averiguar o efeito da hidrdlise
enzimatica dos residuos obtidos pds-processamento de carragena. Para atingir

a meta do estudo foram propostos os seguintes objetivos especificos:

o Medir e correlacionar os dados de velocidade de crescimento e
produtividade dos cultivos em funcdo da temperatura, salinidade e transparéncia
de diferentes cepas de K. alvarezii (verde, vermelha, marrom e G11) ao longo de

cultivos mensais em um periodo de um ano completo;

o Extrair as carragenas semi-refinadas e obter os residuos de diferentes
cepas de K. alvarezii previamente selecionadas de acordo com os dados de

produtividade e velocidade de crescimento dos cultivos avaliados;

o Determinar a composi¢cdo quimica das fragées (amostras ndo tratadas,
tratadas com KOH, carragenas semi-refinadas e residuos) oriundas do

processamento de carragena semi-refinada das amostras selecionadas;

o Avaliar a hidrélise enzimatica através do parametro de velocidade maxima
de formagado de glicose, sobre os residuos oriundos do processamento de

carragena semi-refinada das amostras selecionadas;

37



4. Material e Métodos

A Figura 6 mostra um fluxograma geral das etapas desenvolvidas no

estudo. Os detalhes de cada etapa sao descritos a seguir.

P
Obtengdo de Avaliagdo da produtividade e
cultivos velocidade de crescimento
) —
Selegdo de Composi¢ao
amostras quimica
Tratamento Composi¢ao
com KOH quimica
Extragao com
agua a quente

Carragenas Residuos

Composicao Composi¢ao quimica
quimica Hidrolise enzimatica

Figura 6. Fluxograma geral das etapas desenvolvidas no estudo.

4.1. Obtencao e preparacdo da biomassa de K. alvarezii

Para o presente estudo foram utilizadas 4 diferentes cepas da macroalga K.
alvarezii. Tais cepas foram obtidas a partir da colaboragdo com o grupo de
pesquisa do Instituto de Pesca da secretaria do governo do estado de Séao Paulo,
Ubatuba-SP. Foram utilizadas as seguintes cepas da macroalga: marrom,
vermelha, verde e G11. As 4 diferentes cepas da macroalga K. alvarezii foram

cultivadas no oceano Atlantico no campo experimental da praia do Itagua,
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Ubatuba, SP, Brasil (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 ltagua, Ubatuba, SP, Brasil, (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 (16,21). A balsa ancorada de 9,0m x 2,5m (22,5m?)
possui 3 modulos principais de 3,0m x 2,5m (7,5m?) munidos de tubos de 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
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que foi utilizada para fixar as macroalgas de cada cepa em estudo a serem
cultivadas (método conhecido como “TIE-TIE”). 10 brotos em crescimento
vegetativo de cada cepa em estudo contendo cada um aproximadamente 70g
(dados em base umida) foram previamente pesados e fixados em uma linha de
nylon em um mdédulo secundario na superficie da agua do mar, o que
proporcionou uma densidade de 6,7 plantas por m? de cultivo. Os cultivos foram
realizados com as 4 cepas em estudo ao longo de um ano. Cada cultivo das
cepas em estudo foi realizado por aproximadamente 30 dias (cultivos a cada 1
més ao longo de um ano).

As macroalgas foram pesadas umidas e a massa seca das cepas em
estudo foi determinada utilizando-se uma umidade média de 35% (valor de
referéncia comercial) (18,21). A velocidade de crescimento dos cultivos das
diferentes cepas foi calculada segunda a equagéao 1 (21,43).

=l

X 100% [Equacéo 1]

onde:
V = velocidade de crescimento (%dia").
W= massa umida final (g).
W, = massa umida inicial (g).
t = tempo de cultivo (dias).
A produtividade dos cultivos das diferentes cepas foi calculada segundo a

equacéo 2 (21,43).
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P =

" [Equacéo 2]

<—““f;"“)x<%>]

Onde:

P = produtividade (g.m2dia™").
dwtr = massa final seca (g).
dwti = massa inicial seca (g).
t = tempo de cultivo (dias).
dwt = massa seca total (g).
wwt = massa umida total (g).

A = area total do cultivo (m?).

Os dados abiéticos como a temperatura, salinidade e transparéncia foram
monitorados uma vez ao dia, nas proximidades da regido denominada de Cais
do Porto, pertencente ao Instituto de Pesca. A transparéncia da agua neste local
foi medida com a utilizagdo de um Disco de Secchi. As amostras da agua foram
coletadas por volta das 10:00h e transportadas até o Laboratério do para medigao
de temperatura e salinidade. Para a medir a temperatura foi utilizado um
termdmetro e para a medida de salinidade foi utilizado um salinbmetro manual
tipo refratdbmetro.

A biomassa das 4 cepas de K. alvarezii cultivadas ao longo de um ano foram
secas a temperatura de 25°C. A biomassa foi lavada com agua destilada sob
agitagdo em béquer de polipropileno de 10L por 45min na proporg¢ao de 100g

(base seca) de biomassa de macroalga para 2,8L de agua destilada. Utilizou-se
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aproximadamente 60g da biomassa (base seca). Apos esse periodo a solugéao
oriunda da biomassa foi removida por meio de uma peneira com malha de 1Tmm.
A condutividade elétrica da solugcdo foi medida (condutivimetro portatil). A
lavagem foi repetida até a solugéo de lavagem oriunda da biomassa indicar uma
condutividade elétrica similar a da agua destilada. Apos as lavagens a amostra
foi seca novamente a temperatura de 25°C. Esse material foi denominado de

amostra nao tratada.

4.2.  Pré-tramento do material com hidréxido de potassio

Foram selecionadas amostras e cepas utilizando como base os resultados
de velocidade de crescimento e produtividade dos cultivos previamente
realizados. As amostras selecionadas foram submetidas as etapas de
processamento de carragena semi-refinada. Para isso, aproximadamente 30g
(base seca) de biomassa ndo tratada foram colocadas em um béquer de
polipropileno de 4L contendo 1500mL de solugdo de KOH 6% (%massa/volume).
O recipiente foi fechado e mantido a temperatura de 25°C por 24h. Apds esse
periodo a solucdo alcalina foi removida por meio de uma peneira com malha de
1mm e os mesmos recipientes contendo os fragmentos da macroalga ainda
embebidos na solucdo alcalina foram fechados e expostos ao sol por 1 dia para
branqueamento. A biomassa apds o branqueamento foi lavada durante 10min
utilizando 1L de agua destilada para cada 35g (dados em base seca) de biomassa
(o processo foi repetido 2 vezes para neutralizagdo do alcali e posteriormente a

biomassa seca em estufa a 60°C). Os experimentos foram realizados em
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triplicata. Essa biomassa foi denominada de macroalga pré-tratada em solugéo
alcalina a frio (ATF) (16,18). Aproximadamente 20 g de biomassa ATF foram
moidas em moinho de facas (Micro moinho tipo Willye TE-648, TECNAL) (0,84
mm). O rendimento apds o pré-tratamento da biomassa com KOH 6%

(%emassa/volume) foi calculado segundo a equacgéo 3: (16,18)
R ==L x100% [Equac&o 3]

Onde:
R = rendimento massico apds pré-tratamento com KOH (%).
Wi = massa seca inicial (amostra n&o tratada) (g).

Wt = massa seca final (amostra pré-tratada com KOH) (g).

4.3. Extracdo de carragena e obtengéo do residuo

Aproximadamente 5g (base seca) de biomassa ATF previamente moida foi
adicionada em frascos Erlenmeyers de 2L e embebidos com 400 ml de agua
destilada. Posteriormente os frascos foram colocados em uma incubadora shaker
(Gyromax™ 737R, Amerex Instruments) a 65°C a 120rpm por 2h. Ao final da
extracdo o conteudo dos frascos foi filtrado em um sistema a vacuo composto por
um Kitassato de 1L e um funil de Buchner dotado de um filtro de nylon.
Posteriormente a fracdo 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 (16,18). O residuo retido no filtro foi lavado com agua destilada e
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seco em estufa a 40°C até a obtengdo de massa constante. Os experimentos
foram realizados em triplicata. A carragena e o residuo foram pesados e moidos
em moinho de facas (Micro moinho tipo Willye TE-648, TECNAL) (0,84 mm). Os
rendimentos de obtengédo de carragena e residuo foram calculados segunda a

equacao 4: (16,18)
R = % X 100% [Equacéo 4]

Onde:
R = rendimento massico de obtencgéo do residuo ou de carragena (%)
Wi = massa seca inicial (amostra tratada com KOH) (g).

Wt = massa seca final (residuo ou carragena) (g).

4.4. Composicdo quimica das fragées de K. alvarezii

As amostras geradas nos processamentos descritos nos itens 4.2 e 4.3
foram caracterizadas quimicamente. As amostras foram as seguintes: (a)
biomassa obtida ap6s a lavagem com agua a frio (n&o tratada), (b) biomassa
obtida apds a extragdo com hidréxido de potassio (ATF, pré-tratada com KOH),
(c) residuo e (d) carragena semi-refinada. Todas as amostras foram previamente
moidas em moinho de facas (Micro moinho tipo Willye TE-648, TECNAL) (0,84

mm).
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4.4.1. Extragdo com solvente apolar (teor de lipideos)

Aproximadamente 0,5 g (dados em base seca) das amostras n&o tratadas
foram submetidas a extragdo com hexano por 6h em aparelho Soxhlet (15,20). A
massa de lipideos extraida foi calculada com base na diferenga entre a massa
seca inicial menos a massa seca final apos a extragédo, segunda a equagao 5. Os

experimentos foram realizados em triplicata. (15,20)

L= % X 100% [Equacéo 5]

4

Onde:
L = porcentagem massica de lipideos na amostra (%).
Wi = massa seca inicial (g).

Wf = massa seca final (apos a extragéo) (g).

4.4.2. Teor de cinzas

Cadinhos de porcelana foram colocados no forno de mufla a 575 + 25°C por
3h utilizando uma rampa de aquecimento pré-programada (15,20). Apds o
término de 3h, os cadinhos foram mantidos no forno de mufla até a temperatura
atingir aproximadamente 105°C. Entao, os cadinhos foram retirados do forno de
mufla e colocados em um dessecador com silica para o resfriamento a
temperatura de 25°C. Apds 1h (aproximadamente) os cadinhos foram pesados.
Posteriormente, foram pesados aproximadamente 1g (dados em base seca) das

amostras, colocadas nos cadinhos (previamente secos e pesados) e levados ao
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forno de mufla novamente, o qual foi aquecido seguindo a mesma rampa de
aquecimento utilizada anteriormente. Os cadinhos permaneceram no forno de
mufla por 3h apos a temperatura atingir 575 + 25°C. Apés o periodo 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 com silica para o resfriamento a 25°C. Apds 1h
(aproximadamente) os cadinhos foram pesados. O calculo do teor de cinzas nas
amostras em estudo foi realizado segundo a equagao 6. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata (15,20,44).
Wf ~
C = TR 100% [Equacéo 6]

Onde:
C = porcentagem massica de cinzas na amostra (%).
Wi = massa seca inicial das amostras antes do procedimento da mufla (g)

Wf = massa seca final apds o procedimento da mufla (g).

4.4.3. Teor de proteinas

Para a determinagéo de proteinas nas amostras em estudo foi utilizada a
metodologia de Lowry modificada por Hartree (45). O método baseia-se no uso
de em uma mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico, (reagente
Folin-Ciocalteau), que sofre uma redugcdo quando reage com proteinas, na

presenca do catalisador cobre (IlI), e produz um composto com absor¢édo em
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660nm. E um método bastante sensivel e utiliza como reagentes as seguintes
solugdes: solugdo (a): carbonato de sddio 2% (Y%emassa/volume) em hidréxido de
sédio 0,1N, Solucéo (b): tartarato de sédio e potassio 1% (%massa/volume) em
agua destilada e solugao (c): Sulfato de cobre 1% (%massa/volume) em agua
destilada. No momento da dosagem, as solugdes a, b e ¢ foram misturadas na
proporgao de 100:1:1, respectivamente. (45)

Foram pesadas aproximadamente 0,05 g de cada amostra em tubos de
ensaios que foram tratados por 20mL de uma solucdo de NaOH 1M a 80°C por 4h
para dissolver as proteinas das amostras em estudo (15,20). Ao final das 4h a
suspensao foi centrifugada e aliquotas de 0,5mL do sobrenadante previamente
diluido em agua destilada foram adicionadas em 2,5mL, contendo a mistura das
solugbes a, b e c¢ (proporgdo 100:1:1, respectivamente). A mistura foi
homogeneizada em vortex mantendo-a em repouso durante 15min e ent&do foi
adicionado 0,25mL do reagente Folin- Ciocalteau 1N, agitando-se em vortex
novamente para completa homogeneizagédo. Apods 30min, foram realizadas leituras
em 660nm em espectrofotometro (Ultraspec 3100 Pro Amersham Biosciences).
Para a determinacdo quantitativa de proteinas foi construida uma curva de
calibragao utilizando soro de albumina bovina (SBA) como padrédo de proteina
bovina, foi realizada segundo a equacgéao 7. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

c><vf) 5 100%
1000 w;

P=( [Equacao 7]
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Onde:

P = porcentagem massica de proteinas na amostra (%)
C = concentragao de proteinas (mg.ml™).

Vf = volume final da solugdo contendo proteinas (20ml)

Wi: massa seca inicial da amostra (g)

4.4.4. Teor de grupos sulfato

O conteudo de grupos sulfato foi quantificado através da medida de
espalhamento de luz em espectrofotometria (15,20). Aproximadamente 0,05g
(dados em base seca) de amostra moida foi pesada e adicionada em tubos de
ensaio. Um mililitro de solugdo de HCI 0,5N foi adicionada a cada tubo, os tubos
foram tampados com papel de aluminio e autoclavados a 120°C por 1h a 1 atm de
pressao. Ao fim da reagao, a amostra foi transferida a um tubo Falcon de 15mL,
o qual foi adicionado agua destilada para se obter um volume final de 10mL,
seguido de centrifugagcdo 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 reagente gelatina
de BaClz (Difco-Laboratories, Detroit, EUA) foram também adicionados. Os tubos
foram mantidos a 25°C por 30min. Ao final os tubos foram homogeneizados em
agitador vortex e tomadas as leituras em espectrofotobmetro (Ultraspec 3100 Pro,
Amersham Biosciences) a 550nm. Os célculos dos teores de grupos sulfatos foram

realizados segundo a equagao 8:
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GS = [(C x Vf)/1000] x 13V—°/ [Equag&o 8]

4

Onde:

GS= porcentagem massica de grupo sulfatos na amostra (%).
C = concentragao de grupos sulfatos (mg.ml").

Vt = volume final da suspensao contendo grupos sulfato (10ml).

Wi= massa seca inicial da amostra (g).

4.4.5. Teores de carboidratos, acidos formicos e levulinico e compostos
aromaticos insoluveis

Para a determinacdo de carboidratos poliméricos e acidos foi utilizada a
metodologia de hidrélise acida (15,20). Por¢des de cerca de 300mg (dados em
base seca) das amostras foram tratadas com 3mL de &cido sulfurico 72%
(Y%emassa/massa) por 1h a 30°C. Em seguida, o conteudo dos tubos de ensaio foi
transferido, para frascos Erlenmeyers 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 em estufa a 60°C por 12h. Posteriormente o material retido
foi seco a 105°C por 2h, resfriado em dessecador com silica a temperatura de
25°C e pesado. O material retido nos filtros de vidro sinterizados correspondeu

aos aromaticos insoluveis. O filtrado foi avolumado para em baldo volumétrico de
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100ml. Para a detecgao dos agucares monomeéricos uma pequena aliquota do
filtrado foi passada através de membranas de 0,45um e na sequéncia passado
através de cartuchos do tipo SEP-PACK C1s e injetados em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A analise cromatografica foi feita,
utilizando-se uma coluna BIORAD AMINEX HPX-87H, com acido sulfurico
0,005M como eluente a 0,6 mL.min"" a 60°C e detecgdo por indice de refragéo a
temperatura de 60°C (Shimadzu, modelo C- R7A), a fim de detectar glicose,
galactose, acido férmico e acido levulinico nas amostras em estudo. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Para a quantificagao foi elaborada
uma curva de calibragdo com padrdes auténticos de glicose (G1008.01.AG, Lot#
86333, Synth), galactose (G0625-100G, Lot# SLBJ2471V, Sigma), acido férmico
(FO507-100ML, Lot# SHBF0916V, Sigma) e acido levulinico (W262701-100G-K,
Lot# MKBS8027V, Sigma).

A partir das concentragdes de glicose, galactose, hidroximetilfurfural (HMF)
e acido formico e levulinico foram obtidas as massas a partir do volume final de
100ml do filtrado. Para o calculo da porcentagem massica de glucana nas
amostras, a massa de HMF foi multiplicada pelo fator de conversao em glicose
(1,429) e adicionada a massa de glicose previamente calculada. A massa total
de glicose foi multiplicada pelo fator de conversao de hidrdlise acida de glicose
para glucana (0,9) e o resultado foi multiplicado pelo valor resultante de 100
dividido pela massa inicial da amostra (Equagdo 9). Para o calculo da
porcentagem massica de galactana nas amostras foi realizado o seguinte

procedimento: as massas de acido formico e levulinico foram multiplicadas pelo
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fator de converséo de acido férmico e levulinico para anidrogalactose (3,523 e
1,396, respectivamente). A massa de galactose foi multiplicada pelo fator de
conversao de galactose para galactana (0,9). A massa de galactana oriunda da
massa de galactose foi somada a massa de anidrogalactose. A massa total
(galactana + anidrogalactose) foi multiplicada pelo valor resultante de 100
dividido pela massa inicial da amostra (Equacéo 10). Os calculos dos teores
percentuais de glucana e galactana foram realizados segundo as equagdes 9 e

10, respectivamente. (15,20)

100%

G = [(glicose + (HMF X 1,429)) x 0,9] x —~ [Equacao 9]

Gal = [(galactose x 0,9) + (AF x 3,5) + (AL X 1,4)] x 100%

[Equacao 10]

4

Onde:

G = porcentagem massica de glucana (%).
Gal = porcentagem massica de galactana (%).
Glicose = massa de glicose (g).

Galactose = massa de galctose (g).

HMF = massa de hidroximetilfurfural (g).

AF = massa de acido formico (g).

AL = massa de acido levulinico (g).

Wi = massa seca inicial da amostra (g).
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4.4.6. Teor de hidroximetilfurfural (HMF)

Para a quantificacao de hidroximetilfurfural (HMF) utilizou-se o filtrado (item
4.4.5) obtido apds da hidrdlise acida das amostras em estudo. Para a deteccéo
de HMF uma pequena aliquota do filtrado foi passada através de membranas de
0,45um. Entao, o filtrado foi injetado em um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (Perkin-Elmer, modelo Flexar), equipado com uma coluna
C1s de 250mm de comprimento e 4mm de diametro externo (Hypersil; Thermo-
Scientific) utilizando como eluente acetonitrila:zagua (1:8) com 1%
(%volume/volume) de acido acético com um fluxo de 0,8 mL.min-' (15,20). A
analise foi realizada a 25°C. O HMF foi detectado a 276nm por meio de um
detector UV-Visivel. Os experimentos foram realizados em ftriplicata. Para os
calculos foi elaborada uma curva de calibragcdo com padrao autentico de HMF

(W501808-25G-K, Lot# STBD9762V, Sigma).

4.5. Determinacgéo da atividade enzimatica de celulases totais

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada para o extrato
comercial Cellic CTec Il (Novozymes). A atividade de celulases totais foi
determinada segundo a metodologia descrita por Ghose (46). A reagao
enzimatica foi conduzida em tubos de ensaio de 30mL contendo 1mL de tampéo
acetato de sédio 50mM, pH 4,8, uma tira de papel de filtro 1cm x 5cm
(aproximadamente 50mg) e 0,5mL de extrato enzimatico, diluido nas seguintes
proporcoes: 1:100, 1:200, 1:300 e 1:400. Os tubos de ensaios foram aquecidos

em banho maria a 50°C por 60min. Apds esse tempo, adicionou-se 3mL de DNS
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e a mistura foi fervida por 5min (47). Foram adicionados entdo 20mL de agua
destilada em cada tubo e homogeneizou-se a mistura em agitador vortex. A
leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro (Ultraspec 3100 Pro,
Amersham Biosciences) a 540nm. Foram realizados controles para cada diluigao,
adicionando o reagente de DNS antes do extrato enzimatico. Para o branco foi
adicionada agua destilada no lugar da amostra. Os valores de absorbancia foram
convertidos em massa de glicose através de uma curva de calibragdo com padréo
auténtico de glicose e usados para construir um grafico correlacionando o inverso
das diluicbes do extrato enzimatico em fungédo da quantidade de glicose liberada.
A equacao da reta foi utilizada para determinar o valor da diluicdo da enzima que
correspondesse a liberacdo de 2mg de glicose. O valor de 0,37 foi dividido por
esse valor de diluicdo e o resultado obtido foi definido como atividade de
celulases totais do extrato em FPU.mL-'. Uma curva de calibragéo foi utilizada no
calculo da atividade de FPU e foi preparada a partir de uma solucao padrao de
glicose (G1008.01.AG, Lot# 86333, Synth) de 10 mg.mL-'. Aliquotas de 1mL
dessa solucido foram adicionados a tubos de ensaio de 30mL com diferentes
volumes de tampéo 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 solugao obtida foram adicionados 0,5mL de padrao,
1mL de tampao acetato de sédio 50mM, pH 4,8, 3mL de DNS e fervidos por 5min.
Apoés a etapa de fervura foram adicionados entdo 20mL de agua destilada em

cada tubo, agitando-se a mistura em vortex para completa homogeneizagao. A
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leitura da absorbancia foi feita em espectrofotobmetro (Ultraspec 3100 Pro,

Amersham Biosciences) a 540nm.

ACT = 937 [Equag&o 11]

- diluigido de enzima para liberar 2,0 mg de glicose

ACT = atividade de celulases toatis (FPU.mL").

4.6. Hidrolise enzimatica dos residuos obtidos

Os residuos obtidos foram hidrolisados enzimaticamente com extrato
comercial contendo atividade de celulase (Cellec CTec Il, Novozymes,
Dinamarca). Para a hidrdlise foi utilizada uma proporgao de 10 FPU por grama de
amostra (dados em base seca), o que correspondeu a 200 Ul de B-glicosidases.
Cada experimento de hidrdlise foi conduzido em tubos Falcon de 50 mL contendo
100 mg de amostra moida (dados em base seca) e 5 mL de tamp&o de acetato de
sédio 50 mM (pH 4,8) contendo 1 FPU de celulases totais. Os frascos foram
incubados a 45°C com agitagao rotativa de 120 rpm em um shaker (Gyromax™
737R, Amerex Instruments). Durante o processo de sacarificagdo enzimatica as
reacdes foram monitoradas em intervalos de 4 a 72h, sendo que em cada tempo
retirou-se uma aliquota de 0,25mL do sobrenadante, a qual foi fervida durante
5min para a inativacdo das enzimas e posteriormente congelada e estocada
(15,20). Para a determinagéao e quantificagdo dos agucares resultantes da hidrolise
enzimatica, as aliquotas foram descongeladas, centrifugadas e o sobrenadante foi

previamente diluido e analisado por um sistema de cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (HPLC) (item 4.4.5). Foram calculadas as concentragbes de glicose e
galactose no hidrolisado enzimatico. A partir dos dados de composi¢ado quimica,
dos fatores de hidrélise enzimatica (0,9, para glicose) e do volume final da reagao
(5mL) foram calculadas as porcentagens de conversao de glucana em glicose
(Equagéo 10). Para o calculo, também foram previamente descontadas as massas
de glicose presentes nos extratos enzimaticos utilizados em cada reagao. Segundo

a equacgao 12. (15,20)

100%
WG

CG:g =[Cg X V) x0,9] X [Equacao 12]

Onde:

CG:g = conversao de glucana em glicose (%).

Cg = concentragdo de glicose (g.L™").

Vgr= volume final da solugdo contendo glicose (0,005L).

WiG= fragdo de glucana na massa seca inicial da amostra (g).

4.7. Modelagem cinética da hidrdlise enzimatica
Os parametros de cinética da hidrolise enzimatica foram estimados por
regressao nao linear, minimizando-se a soma dos quadrados dos residuos entre

os valores experimentais (obtidos em ftriplicata) e os calculados pelo modelo
matematico g =g,.. (1 - e_kt) (48), de acordo com o algoritmo de Marquardt (49).

Os ajustes do modelo cinético da hidrolise enzimatica da fragdo de glucana dos
residuos obtidos para todos os dados experimentais das diferentes cepas e niveis

em estudo, foram realizados no software Origin Graph. Para o calculo da
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velocidade maxima de formacao de glicose, foram multiplicados os valores das
triplicatas dos parametros gmax € k do presente modelo matematico. A partir dos
valores de cada réplica, foi calculada a média e desvio padrdo para todas as

diferentes cepas e niveis em estudo (48).

5. Resultados e discussao

5.1. Avaliacédo de cultivos de diferentes cepas de K. alvarezii

Inicialmente foram preparados os cultivos de diferentes cepas de K. alvarezii
a fim de avaliar o perfil de produtividade e velocidade de crescimento em diferentes
estacbes climaticas ao longo de um ano em Ubatuba-SP. As cepas avaliadas
foram: vermelha, marrom, verde e G11. O periodo de avaliagao dos cultivos foi de
agosto de 2013 a julho de 2014, sendo que cada cultivo foi monitorado em média
por 30 dias. A Figura 10 mostra o perfil de produtividade das 4 cepas em estudo
ao longo dos meses de agosto de 2013 a julho de 2014. Os valores de
produtividade variaram de 43,5-80,3 g.m2dia-! (cepa vermelha), 50,8- 103,5 g.m"
2dia! (cepa marrom), 42,9-85,2 g.m-?dia' (cepa verde) e 27,0-42,9 g.m2dia™" (cepa
G11). As cepas vermelha, marrom e verde mostraram valores similares de
produtividade entre si, entretanto, as cepas vermelha, marrom e verde
apresentaram valores superiores de produtividade quando comparadas a cepa
G11 (Figura 8).

A partir do perfil de produtividade das cepas em estudo foram selecionados

trés niveis diferenciados ao longo dos cultivos em diferentes estagdes climaticas
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do ano (A, B e C) (Figura 8): O nivel A se refere ao més de cultivo de setembro a
dezembro de 2013; o nivel B se refere aos meses de cultivos entre janeiro a margo

de 2014; o nivel C se refere aos meses de cultivo entre os meses de abril a junho

de 2014 (Figura 8).
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Figura 8. Perfil de produtividade dos cultivos de diferentes cepas de K. alvarezii

em fungdo dos cultivos mensais. Dados referentes a agosto de 2013 a julho de

2014.

Os niveis A, B e C mostraram produtividades médias de 43,5, 80,3 e 44,2
g.m=dia' (cepa vermelha), 53,1, 103,5 e 50,8 g.mdia"' (cepa marrom), 45,8, 85,2
e 42,9 g.m?dia’ (cepa verde) e 27,3, 43,0 e 27,0 g.m=2dia' (cepa G11),
respectivamente (Figura 9). E notavel uma maior produtividade das diferentes
cepas em estudo no nivel B quando comparado aos niveis A e C. Todavia, os

niveis A e C mostraram produtividades médias similares (Figura 9). Desta forma,

57



foram obtidas maiores produtividades nos periodos das estagdes de verdo-outono
(nivel B) (meses de janeiro, fevereiro e margo) e produtividades intermediarias nas
estacdes da primavera-verdo (nivel A) (meses de setembro, outubro, novembro e
dezembro) e nas estag¢des de outono- inverno (nivel C) (més de abril, maio e junho)
(Figura 9). Apesar das variagcdes encontradas ao longo do ano os valores de
produtividade dos cultivos das diferentes cepas de K. alvarezii apresentados estao
no mesmo patamar de outros cultivos de K. alvarezii realizados em Ubatuba-SP

(15,16,18,20).
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Figura 9. Produtividades médias dos diferentes niveis de cultivos de diferentes
cepas de K. alvarezii. Nivel A: més de setembro, outubro, novembro e dezembro
de 2013; Nivel B: meses de janeiro, fevereiro e margo de 2014; Nivel C: meses

de abril, margo e junho de 2014.

Quanto aos valores de velocidade de crescimento, a Figura 9 mostra o perfil
desta variavel em fungdo dos cultivos mensais. O perfil mostrado na Figura 9 é

similar ao apresentado para os valores de produtividade. Entretanto, nota-se que
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os trés niveis A, B, e C identificados previamente no grafico de produtividade em
funcdo dos cultivos mensais (Figura 8) se apresentam menos pronunciados no

grafico de velocidade de crescimento em fungdo dos cultivos mensais (Figura 10).
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Figura 10. Velocidade de crescimento dos cultivos de diferentes cepas de K.

alvarezii em fungao dos cultivos mensais. Dados referentes a agosto de 2013 a
junho de 2014.

Os valores de velocidade de crescimento variaram de 6,1-8,3 %dia-! (cepa
vermelha), 6,4-8,7 %dia™' (cepa marrom), 5,9-8,1 %dia (cepa verde) e 4,7-6,2
%dia! (cepa G11) (Figura 9). As cepas vermelha, marrom e verde apresentaram
valores similares de velocidade de crescimento. Todavia, as cepas vermelha,
marrom e verde mostram valores superiores de velocidade de crescimento quando
comparadas a cepa G11 (Figura 9). Os niveis A, B e C mostraram velocidades de
crescimento médias de 6,2, 8,3 e 6,1 %dia' (cepa vermelha), 6,6, 8,7 e 6,5 %dia

' (cepa marrom), 6,3, 8,1 e 5,9 %dia™! (cepa verde) e 4,8, 6,3 e 4,7 %dia" (cepa
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G11), respectivamente (Figura 8). E notavel uma maior velocidade de crescimento
das diferentes cepas em estudo do nivel B quando comparado aos niveis A e C.
Todavia, os niveis A e C mostraram velocidades de crescimento médias similares
(Figura 11). Desta forma, foram obtidas maiores velocidades de crescimento nos
periodos das esta¢des de verdo-outono (nivel B) (meses de janeiro, fevereiro e
margo), velocidades de crescimento intermediarias nas estagdes da primavera-
verdo (nivel A) (meses de setembro, outubro, novembro e dezembro) e nas
estagdes de outono- inverno (nivel C) (més de abril, maio, junho) (Figura 11).
Apesar das variagdes encontradas ao longo do ano os valores de velocidade de
crescimento dos cultivos das diferentes cepas de K. alvarezii apresentados estio
no mesmo patamar de outros cultivos de K. alvarezii realizados em Ubatuba-SP

(15,16,18,20).
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Figura 11. Velocidades de crescimento médias dos diferentes niveis dos cultivos
de diferentes cepas de K. alvarezii. Nivel A: més de setembro, outubro, novembro
e dezembro de 2013; Nivel B: meses de janeiro, fevereiro e margo de 2014; Nivel

C: meses de abril, margo e junho de 2014.
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A figura 12 apresenta a correlagdo da produtividade em fungdo da
temperatura, transparéncia e salinidade das diferentes cepas em estudo. O
aumento da produtividade foi proporcional ao aumento da temperatura para todas
as cepas estudadas (Figura 12a). O mesmo ocorreu com a produtividade em
funcdo da transparéncia (Figura 14b). Todavia, a produtividade em fungdo da

salinidade n&do mostrou nenhum tipo de correlaséo (Figura 12c).
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Figura 12. Produtividade em fungéo da temperatura, transparéncia e salinidade
dos cultivos mensais de diferentes cepas de K. alvarezii. (a) produtividade versus
temperatura, (b) produtividade versus transparéncia, (c) produtividade versus
salinidade. Cultivos de cepas de K. alvarezii. Dados dos cultivos referentes ao
periodo de agosto de 2013 a julho de 2014.

Desta forma, os dados de produtividade em funcdao da temperatura

apresentaram um ajuste em um modelo matematico do tipo linear, enquanto a
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temperatura em fung&o da transparéncia um ajuste em um modelo matematico
do tipo exponencial (Figuras 12a,b e Tabela 3). Entretanto, os dados de
produtividade em fungao da salinidade ndo mostraram nenhum tipo de correlagao
matematica (Figura 12c). As equagdes matematicas ajustadas para a
produtividade em funcdo da temperatura e transparéncia para cada cepa

individual em estudo foram razoaveis, gerando uma R? médio da ordem de 0,72

e 0,70, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Modelos matematicos ajustados para os dados de produtividade (g.m-dia™') e
velocidade de crescimento (%dia-') em funcdo da temperatura (°C) e transparéncia (m).

Cultivos das 4 diferentes cepas de K. alvarezii. Dados de cultivos referentes ao periodo de

agosto de 2013 a julho de 2014.

Produtividad Velocidade de Produtividade Velocidade de
rodutividade
Amostras ¢ ¢ crescimento versus versus crescimento versus
versus temperatura o o
temperatura transparéncia transparéncia
M y = 8,8689x — 158,37 y =0,3901x — 2,7668 y = 1,7637e1433% y = 3,6556x — 1,8637
arrom
R? =0,7891 R? =0,8184 R? = 10,7095 R? = 0,6989
Verd y =7,0749x — 123,7 vy =0,4368x —4,2626 y = 1,8326e1:3486% y = 4,1418x — 3,3659
erde
R? =0,7523 R? =0,782 R? = 0,6915 R? = 0,6838
v h y = 6,0966x — 100,19 y =0,3815x —2,8883  y = 2,3075e2543* y = 3,6257x — 2,1261
ermelha
R? = 0,6956 R? = 0,7882 R? = 10,6971 R? = 0,6925
611 y = 3,1349x — 48,931 y =0,2825x — 2,0615  y = 1,145313092* y =2,9935x — 2,2278
R? = 0,6398 R? = 0,6466 R? = 0,6994 R? =0,7061

A figura 13 apresenta a correlacao da velocidade de crescimento em fungao

da temperatura, transparéncia e salinidade das diferentes cepas em estudo. O

aumento da velocidade de crescimento foi proporcional ao aumento da

temperatura para todas as cepas estudadas (Figura 13a). O mesmo ocorreu com
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a velocidade de crescimento em fungdo da transparéncia (Figura 13b). Todavia,

a velocidade de crescimento em fungao da salinidade ndo mostrou nenhum tipo

de proporcionalidade (Figura 13c).
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Figura 13. Velocidade de crescimento em fungdo da temperatura, transparéncia

e salinidade dos cultivos mensais de diferentes cepas de K. alvarezii. (a)

velocidade de crescimento versus temperatura, (b) velocidade de crescimento

versus transparéncia, (c) velocidad de crescimento versus salinidade. Cultivos de

4 cepas de K. alvarezii. Dados dos cultivos referentes ao periodo de agosto de
2013 a julho de 2014.

Desta forma, os dados de velocidade de crescimento em fungdao da

temperatura e transparéncia indicaram um ajuste em um modelo matematico do

tipo linear (Figuras 13a,b e Tabela 3). Entretanto, os dados de velocidade de

crescimento em fungao da salinidade ndo mostraram nenhum tipo de correlacéo
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matematica (Figura 13c). As equagdes matematicas ajustadas para a velocidade
de crescimento em funcdo da temperatura e transparéncia para cada cepa
individual em estudo foram razoaveis, gerando uma R? médio da ordem de 0,76

e 0,70, respectivamente (Tabela 3).

5.2.  Processamento da biomassa de K. alvarezii para produg¢éo de carragena
semi-refinada visando a obtengéo de um residuo

A partir dos dados de produtividade e velocidade de crescimento
apresentados anteriormente foram selecionadas as cepas marrom, verde e
vermelha para as etapas subsequentes do trabalho proposto, ou seja,
processamento de carragena semi-refinada e obteng¢ao do residuo para cada nivel
em estudo. A cepa G11 nao foi selecionada, pois apresentou os menores valores
de produtividade e velocidade de crescimento (Figuras 8 e 9). Desta forma, as
biomassas de cada cepa obtidas nos respetivos meses: setembro-dezembro de
2013 (nivel A), janeiro-marco de 2014 (nivel B) e abril-junho de 2014 (nivel C)
foram misturas e homogeneizadas prévio as etapas de processamento de
carragena.

A figura 14 a,b apresenta o apecto visual da biomassa de K. alvarezii (cepa
verde, nivel B) apos o pré-tratamento com KOH 6% (%massa/volume). O pré-
tratamento com KOH 6% (%massa/volume) proporcionou um branqueamento no
material quando comparado a amostra ndo tratada. Esse comportamento € comum

e corrobora com o reportado recentemente na literatura (20).
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Figura 14. Exemplo do aspecto visual da biomassa de K. alvarezii apos o pré-
tratamento com KOH 6% (Y%massa/volume). (a) Amostra nao tratada. (b) Amostra
apos um o pré-tratamento com KOH 6% (%massa/volume). Ambas amostras se

referem a cepa verde do nivel B.

A figura 15a e a tabela 4 apresentam os rendimentos da biomassa de
diferentes cepas de K. alvarezii pertencente a cada nivel em estudo, apés um
pré-tratamento com KOH 6% (%massa/volume). Os rendimentos médios das
cepas marrom, vermelha e verde referentes ao nivel A apds o pré-tratamento
com KOH 6% (%massa/volume) foram de 73,3%, 84,3% e 79,9%
(Y%omassa/massa), respectivamente (Figura 15a e Tabela 4). Os rendimentos
médios das cepas referentes ao nivel B e C apds o pré-tratamento com KOH 6%
(%Y%omassa/volume) foram de 66,6% e 74,4% (marrom, %massa/massa), 65,2% e
80,8% (vermelha, %massa/massa) e 88,6% e 81,1% (verde, %massa/massa),
respectivamente (Figura 15a, Tabela 4). Os valores dos rendimentos obtidos
apos o pré-tratamento com KOH 6% (massa/volume) das cepas e niveis em

estudo foram comparados utilizando-se um teste estatistico (teste de Tukey,
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Tabela 4). Os rendimentos apo6s o pré-tratamento com KOH 6% (massa/volume)
foram mais acentuados nos niveis A e C, com excec¢ao da cepa marrom do nivel
C (73,3%, massa/massa). Todavia, as cepas marrom e vermelha mostraram os
menores rendimentos no nivel B. Os rendimentos da cepa vermelha nivel A
(84,3%, massa/massa) e da cepa verde nivel B (88,6%, massa/massa) nao foram
comparados com as outras cepas e niveis em estudo, pois os dados nao foram
realizados em triplicata, porém, os valores apresentados estdo no mesmo
patamar das amostras que culminaram nos maiores rendimentos (niveis A e C)

(Tabela 4).
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Tabela 4. Rendimento das fragbes da biomassa de K. alvarezii. Amostra pré-
tratada com KOH 6% (%massa/volume) em relagdo a amostra nao tratada.
Residuo em relagdo a biomassa pré-tratada com KOH 6% (%massa/volume).
Carragena semi-refinada em relagdo biomassa pré-tratada com KOH 6%
(%Y%omassa/volume). Teores apresentados em % massica (grama/100 gramas de
material de partida) (dados em base seca).

Amostras Niveis Rendimento**
diferenciados (%)
Amostra pré-tratada em
relagao a nao tratada
Marrom 73,3 +£0,3%9
Vermelha A 84,3*
Verde 79,9 + 0,68
Marrom 66,6 + 5,8
Vermelha B 65,2 + 4,24
Verde 88,6*
Marrom 75,4 + 3,9¢f
Vermelha C 80,8 + 1,9%
Verde 76,9 £ 0,3¢
Residuo em relagao a
amostra pré-tratada
Marrom 31,4 + 2,02bcdef
Vermelha A 28,8*
Verde 30,4 + 0,9bcdefg
Marrom 35,4 + 3,31
Vermelha B 26,7 + 3,69f
Verde 26,5
Marrom 31,2 + 0,1¢f0
Vermelha C 33,2+ 0,7
Verde 34,9+ 0,59
Carragena em relagéo a
amostra pré-tratada
Marrom 69,1 + 4,23bd
Vermelha A 63,1*
Verde 63,2 + 1,65
Marrom 54,8 + 5,099
Vermelha B 62,9 + 4,24
Verde 64,2
Marrom 53,0 + 0,4¢f
Vermelha C 59,5 + 0,5%
Verde 56,1 + 1,3¢

Todos os dados apresentados sdo os valores médios seguidos pelos desvios-padréo.
*Valores obtidos apenas com uma amostragem.

**Na coluna, os valores com as mesmas letras ndo diferem entre si com um nivel de significancia de 0,05
(teste Tukey, Software GraphPad Instat).
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Figura 85. Rendimentos das fragbes da biomassa de K. alvarezii. (a) Amostra

pré-tratada com KOH 6% (%massa/volume) em relacdo a amostra néo tratada.
(b) Residuo em relagao a biomassa pré-tratada com KOH 6% (%massa/volume).
(c) Carragena em relagao biomassa pré-tratada com KOH 6% (%massa/volume).

Teores apresentados em % massica (grama/100 gramas de material de partida)
(dados em base seca).

A extragcdo com agua a quente utilizando a biomassa previamente pré-
tratada com KOH gerou mais duas fragdes: o residuo (fragcdo insoluvel) e a

carragena semi-refinada (fragcao liquida) (Figura 16a,b).
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Figura 16. Exemplo do aspecto visual da biomassa de K. alvarezii apés a
extragdo de carragena e obtebg¢ao do residuo. a) Residuo. b) Carragena semi-

refinada. Ambas amostras se referem a cepa verde do nivel B.

Os rendimentos dos residuos das cepas marrom, vermelha e verde
referente ao nivel A em relagdo a amostra pré-tratada com KOH 6%
(Y%omassal/volume) foram de 31,4%, 28,8% e 30,4% (%massa/massa),
respectivamente (Figura 17b, Tabela 5). Os rendimentos do residuo referentes
ao nivel B e C em relagdo a amostra pré-tratada com KOH 6% (%massa/volume)
foram de 35,4% e 29,1% (marrom, %massa/massa), 26,7% e 32,2% (vermelha,
%massa/massa) e 26,5% e 35,5% (verde, %massa/massa), respectivamente
(Figura 15b, Tabela 4). Considerando o teste estatistico (teste de Tukey, Tabela
5) os rendimentos do residuo em relacdo a amostra pré-tratada com KOH 6%
(Y%emassa/volume) ndo mostraram uma diferencga significativa entre as cepas e
niveis em estudo (Figura 15b, Tabela 4). A excegao foi o rendimento do residuo
da cepa vermelha do nivel B, que mostrou um valor significativamente menor

(26,7%, massa/massa) quando comparado ao rendimento do residuo da cepa
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verde do nivel C (34,9%, massa/massa) (Figura 15b, Tabela 4). Os rendimentos
do residuo em relagdo a amostra pré-tratada com KOH 6% (Y%massa/volume) da
cepa vermelha nivel A (28,8%, massa/massa) e da cepa verde nivel B (26,5%,
massa/massa) nao foram comparados com as outras cepas e niveis em estudo,
pois 0os dados nio foram realizados em triplicata, porém, os valores apresentados
estdo no mesmo patamar das outras amostras em estudo. A excecao foi o
rendimento da cepa vermelha do nivel B (Figura 15b, Tabela 4).

Os rendimentos da carragena semi-refinada das cepas marrom, vermelha
e verde referentes ao nivel A em relagdo a amostra pré-tratada com KOH foram
de 69,1%, 63,1% e 63,2% (%massa/massa), respectivamente (Figura 15c,
Tabela 4). Os rendimentos da carragena semi-refinada em relagao a amostra pré-
tratada com KOH referentes ao nivel B e C foram de 54,8% e 54.8% (marrom,
%massa/massa), 62,9% e 54,6 (vermelha, %massa/massa) e 64,2% e 60,4%
(verde, Y%massa/massa), respectivamente (Figura 15c, Tabela 4). Considerando
o teste estatistico (Teste de Tukey, Tabela 5) os rendimentos da carragena semi-
refinada em relagdo a amostra pré-tratada com KOH 6% (%massa/volume) néo
mostraram uma diferencga significativa entre as cepas e niveis em estudo (Figura
15b, Tabela 4). A excegéo foram as cepas marrons dos niveis A e B (69,1% e
54,8%, %massa/massa, respectivamente) que mostraram uma diferenca
significativa entre seus valores de rendimento de carragena semi-refinada (Figura
15b, Tabela 4). Os rendimentos de carragena semi-refinada da cepa vermelha
nivel A (63,1%, massa/massa) e da cepa verde nivel B (64,2%, massa/massa)

nao foram comparados com as outras cepas € niveis em estudo, pois os dados
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nao foram realizados em triplicata, porém, os valores apresentados estdo no
mesmo patamar das outras cepas e niveis em estudo com excecao cepas
marrons dos niveis A e B (Figura 15b, Tabela 4).

Os rendimentos do residuo e da carragena semi-refinada também foram
calculados em relagdo a amostra n&o tratada (original) (Figura 17ab, Tabela 5).
Os rendimentos do residuo referente ao nivel A em relagdo a amostra nao tratada
das cepas marrom, vermelha e verde foram de 22,9%, 24,3% e 24,2%
(%Y%emassa/massa), respectivamente (Figura 17a, Tabela 5). Os rendimentos do
residuo em relacdo a amostra ndo tratada referentes ao nivel B e C foram de 23,6
e 21,7% (marrom, %massa/massa), 17,4 e 26% (vermelha, %massa/massa) e
23,5% e 28,8% (verde, %emassa/massa), respectivamente (Figura 17a, tabela 5).
Os rendimentos do residuo em relacdo a amostra nao tratada nao mostraram
diferencas significativas para as cepas e niveis em estudo, com excegao da cepa
vermelha do nivel B (17,4%, %massa/massa) que mostrou um rendimento
significativamente menor quando comparado as outras cepas e niveis em estudo
(teste de Tukey, Tabela 5). Os rendimentos do residuo em relagdo a amostra néo
tratada da cepa vermelha nivel A (24,3%, %massa/massa) e da cepa verde nivel
B (23,5%, %massa/massa) nao foram comparados com as outras cepas e niveis
em estudo, pois os dados nao foram realizados em ftriplicata, porém, os valores
apresentados estdo no mesmo patamar das outras amostras e estudo, com

excecgao da cepa vermelha do nivel B (Figura 17a, Tabela 5).
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Tabela 5. Rendimento das fracGes a biomassa de K. alvarezii. (a) Rendimento
do residuo em relagdo biomassa nao tratada. (b) Rendimento carragena em
relacdo a biomassa ndo tratada. Teores apresentados em % massica (grama/100

gramas de material de partida) (dados em base seca).

Niveis Rendimento**

Amostras diferenciados (%)

Residuo em relagao
biomassa nao tratada

Marrom 22,9 + 2, (abeefs
Vermelha A 24,3
Verde 24,2 + 0,9bcef
Marrom 23,6 + 3,3¢¢f9
Vermelha B 17,4 + 3,6¢
Verde 23,5*
Marrom 23,5+ 0,1¢
Vermelha C 26,8 + 0,7
Verde 26,8 + 0,59
Carragena em relagdo a
biomassa nao tratada
Marrom 50,7 + 4,230t
Vermelha A 53,2*
Verde 50,4 + 1,6
Marrom 36,5 + 5,00de9
Vermelha B 41,0 + 4,249
Verde 56,9*
Marrom 40,0 + 0,4°f
Vermelha C 48,1 + 0,5%
Verde 43,1 +1,39

Todos os dados relatados séo os valores médios seguidos pelos desvios-padréao.

*Valores obtidos apenas com uma amostragem.

**Na coluna, os valores com as mesmas letras ndo diferem entre si com um nivel de significancia de 0,05
(teste Tukey, Software GraphPad Instat).
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Figura 17. Rendimentos das fragdes a biomassa de K. alvarezii. (a) Rendimento
do residuo em relagédo biomassa néo tratada. (b) Rendimento carragena em relagéo
a biomassa néo tratada. Teores apresentados em % massica (grama/100 gramas
de material de partida) (dados em base seca).

Os rendimentos da carragena semi-refinada referentes ao nivel A em
relagdo a amostra nao tratada das cepas marrom, vermelha e verde foram de
50,7 53,2 e 50,4% (Y%omassa/massa), respectivamente (Figura 17b, Tabela 5). Os
rendimentos da carragena semi-refinada em relagdo a amostra nao tratada
referentes aos niveis B e C foram de 36,5 e 40,8% (marrom, %massa/massa),
41,0 e 48,9% (vermelha, %massa/massa) e 56,9 e 44,3% (verde,
%massa/massa), respectivamente (Figura 17b, Tabela 5). Os rendimentos da
carragena semi-refinada em relagcdo a amostra nédo tratada ndo mostraram
diferencgas significativas para todas cepas e niveis em estudo, com excegao das
cepas marrons dos niveis B e C e da cepa vermelha do nivel B (36,5%,40% e
41%, massa/massa, respetivamente) que mostraram rendimentos
significativamente menores quando comparado as outras cepas e niveis em
estudo (Figura 17b, Tabela 5). Os rendimentos da carragena semi-refinada em

relacdo a amostra nado tratada da cepa vermelha nivel A (53,2%, massa/massa)
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e da cepa verde nivel B (56,9%, massa/massa) ndo foram comparados com as
outras cepas e niveis em estudo, pois os dados nao foram realizados em
triplicata, porém, os valores apresentados estdo no mesmo patamar das outras
amostras e estudo, com excec¢io das cepas marrons dos niveis B e C e da cepa
vermelha do nivel B (Figura 17b, Tabela 5).

Desta forma, os residuos e as carragenas semi-refinadas que
apresentaram os menores rendimentos referem-se as cepas marrom e vermelha
cultivadas durante os meses de janeiro-margo (Nivel B) (Figuras 8, 9, 10 e 11).
Esses cultivos mostraram as maiores produtividades e velocidades de
crescimento quando comparado aos cultivos dos niveis A e C (Figuras 8,9, 10 e
11). Apesar das variagdes encontradas ao longo do ano os rendimentos de
carragenas semi-refinadas em relagdo as amostras nao tratadas dos cultivos de
diferentes cepas e niveis apresentados foram relativamente maiores aos

reportados na literatura (rendimentos entre 30-40%) (16,18).

5.3. Avaliacdo da composigcdo quimica das amostras em estudo

Para a avaliacdo da composicdo quimica das fragdes obtidas no presente
estudo foi utilizada a metodologia de hidrélise acida para materiais
lignocelulésicos com modificagdes (9,15,20,50). Apos as etapas de hidrolise
acida foram analisados os teores de agucares monoméricos presentes nos
hidrolisados previamente obtidos. Além disso, também foram analisados os

teores de hidroximetilfurfural (HMF), acido formico e acido levulinico nos
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mesmos, pois esses compostos sdo derivados da oxidagao de agucares em meio
acido (51).

A tabela 6 apresenta os teores dos derivados de acucares em meio acido
das diferentes cepas e niveis em estudo. As amostras nao tratadas, pré-tratadas
com KOH 6% (%massa/volume), os residuos, as carragenas semi-refinada e
comercial, das trés cepas em estudo referentes aos niveis diferenciados A, B e
C mostraram uma variagao nos teores dos componentes de 1,1-2,3%, 1,1-3,8%,
1,1-2,9%, 2,0-4,6% (%massa/massa) (HMF), 2,5-4,1%, 1,8-3,5%, 1,0-2,2%, 2,3-
3,2% (%massa/massa) (acido férmico) e 1,8-5,4%, 0,6-6,0%, 1,0-1,2%, 1,4-4,4%
(Y%omassa/massa) (acido levulinico), respectivamente (Tabela 6). Os teores de
HMF produzidos apos a hidrdlise acida das amostras nio tratadas, pré-tratadas
com KOH 6% (Y%massa/volume) e residuos do processamento de carragena, das
diferentes cepas e niveis em estudo, corroboraram com os dados reportados na
literatura para biomassa lignoceluldsica submetida ao mesmo tratamento (52).
Entretanto, os dados indicaram que as carragenas semi-refinadas e comercial
foram mais suscetiveis a oxidagdo em meio acido, mostrando maiores teores de
HMF quando comparado as amostras nao tratadas, pré-tratadas com KOH 6%
(Y%omassa/volume) e os residuos. A fracdo de carragena semi-refinada e
comercial sdo macromoléculas que contém maiores conteudos de galactana e
consequentemente maior teor de anidrogalactose, que € uma molécula menos
estavel em meio acido (51). Todavia, os teores de acidos férmico e levulinico
variaram de forma aleatdria em funcdo das diferentes cepas e niveis nao

mostrando uma diferenga clara entre as cepas e fragdes em estudo (Tabela 6).
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Esse comportamento foi diferente do reportado para materiais lignocelulésicos

(47), o que confirma a presenca de anidrogalactose nas amostras em estudo.
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Tabela 6. Teores de hidroximetilfurfural (HMF), acido férmico e acido levulinico nas

amostras n&o tratadas, pré-tratadas com KOH 6% (massa/volume), residuos e

carragenas semi-refinada e comercial das diferentes cepas e niveis de K. alvarezii.

Teores apresentados em % massica (gramas/100 gramas de material bruto, dados

em base seca).

Amostras Niveis HMF Acido Férmico Acido
diferenciados (%) (%) Levulinico (%)
Nao Tratada
Marrom 2,3+0,7 3,4+0,1 43+0,6
Verde A 1,604 3,5+0,03 42+0,6
Vermelha 1,604 3,3+0,1 42+0,6
Marrom 1,7+£0,5 40+04 50+0,2
Verde B 1,6+1,0 41+0,3 54+1,0
Vermelha 1,9+04 3,8+0,1 43+0,6
Marrom 1,1+0,1 3,0+0,1 1,8+0,1
Verde C 1,1+0,1 25+0,2 2,5*
Vermelha 1,1+0,1 3,2+0,4 24+04
Tratada com KOH
Marrom 1,8+0,1 3,5¢ 6,0*
Verde A 1,5+0,1 2,7+0,5 4607
Vermelha 21+0,2 3,2+0,2 51+0,5
Marrom 3,4+0,1 24+0,6 41+11
Verde B 3,8+0,8 3,2+0,6 55+11
Vermelha 2,0+0,2 2,3+0,3 3,7+11
Marrom 1,8+0,8 29+0,1 1,7+11
Verde C 1,1+£0,3 1,8+0,2 0,8+0,5
Vermelha 1,7+0,7 2,1+0,2 0,6 +0,3
Residuo
Marrom 1,1+0,2 1,9+0,3 1,1+0,1
Verde A 1,1+0,1 2,2 1,0+£0,7
Vermelha 1,2+0,1 1,9+0,2 1,2+0,1
Marrom 29+04 1,4+£0,2 1,1+0,1
Verde B 1,4* 1,2* 1,0*
Vermelha 2,3+0,6 1,8+0,2 1,0+0,1
Marrom 1,9+0,1 1,3+04 1,2+0,2
Verde C 1,1+£0,2 1,0+0,3 1,1+£0,6
Vermelha 1,3+0,7 1,2+0,2 1,0+04
Carragena semi-refinada
Marrom 48+11 23+0,3 3,8+0,3
Verde A 3,1+0,7 29+1,0 26+0,8
Vermelha 46+0,3 2,7+0,1 1,4+£0,2
Marrom 1,7+0,2 2,9+0,6 44+0,8
Verde B 2,2+0,3 25+1,3 1,4+£0,8
Vermelha 20+1,0 2,5+0,7 1,7+04
Marrom 2,8+0,8 2,6 £0,2 2,1+0,8
Verde C 25+0,1 3,2+0,8 24+12
Vermelha 3,1+0,5 3,0+1,0 1,6 +£0,02
Carragena comercial 3,4+0,1 39+04 6,6 +1,3

Todos os dados apresentados sdo os valores médios seguidos pelo desvio padrdo amostral.
*Valores obtidos apenas com uma amostragem.
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As tabelas 7, 8 e 9 apresentam a composicado quimica das diferentes cepas
e niveis das amostras de K. alvarezii em estudo (néo tratada, tratada com KOH,
residuo, carragena semi-refinada e comercial). Além disso, as Tabelas 7, 8 e 9
também mostram a composi¢cao quimica em relagdo ao material de partida apos
aplicar um balan¢co de massa. Para a elaboragdo das Tabelas 7, 8 e 9 foram
escolhidos os principais componentes encontrados na biomassa em estudo,
como se segue: galactanas, glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis e
grupos sulfato (15,20). Os aromaticos soluveis ndo foram quantificados, pois o
espectro ultravioleta de moléculas de aminoacidos oriundas da hidrélise de
proteinas das fragdes em estudo e a formagcdo de HMF em meio acido se
sobrepdem com as moléculas dos aromaticos soluveis, ndo sendo possivel
quantificar os mesmos de forma seletiva (52).

A tabela 7 apresenta a composi¢cao quimica das diferentes cepas e niveis
em estudo das amostras de K. alvarezii nao tratadas (amostras originais) e apos
um pré-tratamento com KOH 6% (%massa/volume). Os teores brutos de
galactanas, glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis, grupos sulfato,
lipideos e a soma dos componentes nas amostras ndo tratadas foram
ranqueados de acordo com as diferentes cepas e niveis em estudo, como se
segue: 32,1-45,5% (galactanas), 12,7-16,6% (glucanas), 14,4-17,1% (cinzas),
1,8-5,6% (proteinas), 2,5-4% (aromaticos insoluveis), 10,7-13,8% (grupos
sulfato), 1,5-8,6% (lipideos) e 83,2-100,1% (soma dos componentes)
(Y%emassa/massa) (Tabela 7). As diferentes cepas de K. alvarezii referentes ao

nivel C apresentaram os menores teores de galactanas (média de 34,4%,
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%massa/massa), enquanto que as diferentes cepas referentes aos niveis A e B
culminaram em maiores teores de galactanas (em média 42,6%,
%massa/massa) (Tabela 7). Todavia, as diferentes cepas de K. alvarezii
referentes ao nivel A apresentaram os maiores teores de lipideos (média de
8,3%, Y%massa/massa), enquanto que as diferentes cepas referentes aos niveis
B e C culminaram em menores teores de lipideos (em média 3,4%,
%massa/massa) (Tabela 7). Além disso, as diferentes cepas de K. alvarezii
referentes ao nivel C apresentaram os menores teores de proteinas (média de
2,1%, %massa/massa), enquanto que as diferentes cepas referentes aos niveis
B e C culminaram em maiores teores de proteinas (em média 4,4%,
%massa/massa) (Tabela 7). Os teores dos outros componentes (glucanas,
cinzas, aromaticos insoluveis e grupos sulfatos) nado mostraram diferencas
acentuadas entre as cepas e niveis em estudo, considerando-se os desvios
padrdes, apresentando em média teores de 13,8%, 14%, 3,2% e 5%
(Y%emassa/massa), respectivamente (Tabela 7). A literatura reportou um conteudo
médio de 66,5% (%massa/massa) de carboidratos totais em diferentes cepas de
K. alvarezii oriundas da Indonésia (13), enquanto o conteudo de carboidratos
totais médio das amostras de diferentes cepas e niveis do presente estudo foi de
53,2% (Yomassa/massa), ou seja, 20% inferior aos dados reportados na literatura.
Além disso, os autores também reportaram um teor médio de lipideos para as
mesmas cepas de 0,7% (Y%massa/massa), enquanto o teor lipideos médio das
amostras de diferentes cepas e niveis do presente estudo foi de 5%

(Y%emassa/massa), ou seja, 86% superior. Entretanto, cabe salientar que os teores
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de lipideos sofreram uma grande variagdo em seus conteudos em fungado da
variagc&o dos cultivos mensais do presente estudo (Tabela 7).

Estudos recentes realizados com as cepas vermelha e marrom de K.
alvarezii cultivadas em Ubatuba-SP (mesma regido dos cultivos do presente
trabalho) no més de maio e junho de 2013 mostraram teores médios de
galactana, glucana, cinzas, aromaticos insoluveis e grupos sulfatos similares aos
relatados no presente estudo. A excecgao foi o ter de lipideos, que foi reportada
com uma meédia de 0,6% (Y%massa/massa), enquanto que no presente trabalho
foi constado um teor médio de 5,2% e 4,5% (%massa/massa) de lipideos para
as cepas marrom e vermelha cultivadas nos meses de abril, maio e junho,

respetivamente (Tabela 7) (15,20).
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Tabela 7. Composicao quimica e rendimento das fragées n&o tratadas e apos um pré-tratamento com KOH 6% (Y%massa/volume) de diferentes

cepas e niveis de K. alvarezii. Rendimentos e teores apresentados em % massica (grama/100 gramas de material original, dados em base seca).

Amostras

Niveis

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

Aromaticos

Grupos

: : Rendimento Galactana Glucana Cinzas Proteinas . . Lipidios
diferenciados (%) (%) (%) (%) (%) |nsoluve|s suLfato (%)
(%) (%)
Néo tratada
Marrom A 413+1,9 13,8 +1,0 15,2+ 0,1 56+0,5 35+04 121+08 8,609
Verde 41,2 +17 129+0,5 14,8 £ 0,1 3,8+0,2 3103 11,0£06 84+0,2
Vermelha 40,0+ 0,8 127+0,7 144+0,03 4410 28+09 10,7+x0,5 8,0+1,2
Marrom 45,5+ 3,9 16,6 £2,2 150+£0,7 49104 34+06 140+£03 1503
Verde B - 44,8 + 0,9 14,5+1,6 15,1+ 0,1 3,7+£0,3 34+10 134+10 23+0,2
Vermelha 42,6 + 3,3 13,5+1,6 14,3+ 0,1 3,8+0,3 40+10 138+x06 1,5%+0,1
Marrom 35,0+2,0 135+04 17,1+0,02 2,2+0,9 25+03 124+04 5205
Verde C 32,1+4,7 130+16 154+0,01 18+0,7 39+02 11,7+08 53%0,2
Vermelha 36,124 12,7+0,8 151+04 24101 27+06 122+03 45%0.2
Componentes da biomassa (g/100g de material original, balan¢go de massa)
Amostras Rendimento  Galactana Glucana Cinzas Proteinas Arométicps Grupos Lipidios
(%) (%) (%) (%) (%) insoluveis sulfato (%)
(%) (%)
Tratada com KOH
Marrom 73,3+0,1 23,7+1.2 92+1,1 142+03 27104 1,8+03 11,8+1,1
Verde A 79,9+ 0,3 26,7+5.3 82+14 1356+0,2 27+04 1,5+05 147+16
Vermelha 84,3* 31,9+1,2 94+0,3 14,2+0,03 1,9+0,1 29+03 142+22
Marrom 66,6 + 2,8 22104 8,9+ 0,02 1,9+03 2,0+0,1 25+05 11,511
Verde B 88,6* 30,9+3,0 14,0+ 0,6 152+05 46104 1,6 £ 0,1 15,9+0,3 nd
Vermelha 65,2 £ 2,0 209+1,0 7,304 10,8+0,1 2,8+0,01 1,7+£0,2 9,8+0,1
Marrom 75,4 £ 3,9 26,7+13 121+04 13,3+ 0,1 3,1+0,3 4,1+0,1 9,1+0,9
Verde C 76,9+ 1,9 16,5+ 0,6 7,0+£0,8 13,5+0,1 1,4+0,1 3,8+0,1 8,5+0,5
Vermelha 80,9+0,2 20,5+1,8 7,7+0,9 14,2+0,2 1,7+04 25+0,2 9,0+1,1

Todos os dados apresentados sdo os valores médios seguidos pelo desvio padrdo amostral. *Valores obtidos apenas com uma amostragem. nd = ndo detectada.
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O balango de massa € necessario para compararmos o material pré-tratado
com KOH 6% (%massal/volume) diretamente com o material ndo tratado
(original). Os componentes que culminaram em maiores redugbes foram:
galactanas, glucanas, proteinas e lipideos (Tabela 7). Os teores de lipideos n&o
foram detectados apés o pré-tratamento com KOH 6% (%massa/volume) (Tabela
7). As reducgdes nos teores de galactanas, glucanas e proteinas das amostras
pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume) das diferentes cepas e niveis em
estudo foram ranqueadas, como se segue: 20,3-51,4%, 22,3-59,2% e 3,4-45,9%
(%Y%emassa/massa), respectivamente. Os teores de glucanas das diferentes cepas
e niveis em estudo culminaram em uma redugdo média de 22,5%
(%omassal/volume). Todavia, a literatura reporta uma redugdo da fragcdo de
glucanas apos o pré-tratamento com KOH 6% (%massal/volume), cepas
vermelha e marrom de K. alvarezii, da ordem de 5,5% (%massa/massa), sendo
que os autores consideram essa reducao com um erro experimental, atribuindo
que nédo houve uma reducao significativa da fragdo de glucanas apds o pré-
tratamento com KOH 6% (%massa/volume) (15,20). Essa diferenga pode ser
atribuida ao processo de lavagem do material apds o pré-tratamento com KOH
6% (Y%massal/volume), pois o processo de lavagem pode influenciar na
dissolugdo da fracdo de glucanas em biomassa de K. alvarezii (15,20). Os
rendimentos nas etapas de pré-tratamento com KOH 6% (%massa/volume) das
amostras das diferentes cepas e niveis em estudo culminaram em um valor
médio de 78,4% (%massa/massa, figura 15a e Tabela 4). Entretanto, a literatura

reporta rendimentos apos o pré-tratamento com KOH 6% (%massa/volume),
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cepas vermelha e marrom de K. alvarezii, da ordem de 89,4% (%massa/massa)
(15,20). Desta forma, o processo de lavagem com agua apds o pré-tratamento
com KOH 6% (%massa/volume) das diferentes cepas e niveis em estudo sugere
uma maior dissolucdo do material e consequentemente maior dissolugcdo da
fragdo de glucanas, culminando em uma maior redugdo da mesma.

A tabela 8 apresenta a composi¢cao quimica das diferentes cepas e niveis
em estudo das amostras de K. alvarezii previamente pré-tratadas com KOH 6%
(massa/volume) em relagéo a frag&o insoluvel obtida apds a etapa de extracéo
de carragena semi-refinada (residuo). Os teores brutos de galactanas, glucanas,
cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis, grupos sulfato e a soma dos
componentes nas amostras pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume) foram
ranqueados de acordo com as diferentes cepas e niveis em estudo, como se
segue: 21,4-37,8% (galactanas), 9,1-16,1% (glucanas), 15,1-19,4% (cinzas), 1,8-
5,2% (proteinas), 1,8-3,9% (aromaticos insoluveis), 11,1-18,4% (grupos sulfato)
e 62,7-92,9% (soma dos componentes) (%massa/massa) (Tabela 8). As
diferentes cepas de K. alvarezii referentes ao nivel C apresentaram os menores
teores de galactanas e glucanas (média de 27,4% e 8,2%, %massa/massa),
respetivamente, enquanto que as diferentes cepas referentes aos niveis A e B
culminaram em maiores teores de galactanas e glucanas (em média 33,9% e
12,4%, %massa/massa), respectivamente (Tabela 8). Todavia, as diferentes
cepas de K. alvarezii referentes ao nivel C apresentaram os menores teores de
proteinas (média de 2,1%, %massa/massa), enquanto que as diferentes cepas

referentes aos niveis B e C culminaram em maiores teores de proteinas (em
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média 3,9%, %emassa/massa) (Tabela 8). Além disso, as diferentes cepas de K.
alvarezii referentes ao nivel C apresentaram os menores teores de grupos sulfato
(média de 11,4%, massa/massa), enquanto que as diferentes cepas referentes
aos niveis B e C culminaram em maiores teores de grupos sulfato (em média
16,9%, massa/massa) (Tabela 8). Os teores de cinzas e aromaticos insoluveis
nao mostraram diferencas acentuadas entre as cepas e niveis em estudo,
considerando-se os desvios padrdes, apresentando em média teores de 16,9%
e 2,9% (%massa/massa), respectivamente (Tabela 8). A literatura reporta que
amostras pré-tratadas com KOH 6% (%massal/volume), cepas vermelha e
marrom de K. alvarezii, apresentam teores médios de galactanas, glucanas,
cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis e grupos sulfato da ordem de 34%,
13,8%, 21,6%, 0,4%, 2,7% e 10,5% (Y%massa/massa), respectivamente (15,20),
corroborando com os dados das diferentes cepas e niveis em estudo.

As amostras dos residuos mostraram uma composicdo quimica
diferenciada frente as amostras nao tratadas e pré-tratadas com KOH 6%
(Y%omassal/volume). Os teores brutos médios de galactanas, glucanas, cinzas,
proteinas, aromaticos soluveis e grupos sulfatos dos residuos das diferentes
cepas e niveis em estudo foram de 15,4-26,4% (galactana), 29,6-36,7%
(glucana), 11,5-13,7% (cinzas), 1,7-3,8% (proteinas), 1,6-4,3% (aromaticos
soluveis), 5,5-8,2% (grupos sulfatos) e 72-83,5% (soma dos componentes)
(Yomassa/massa). Esses dados confirmam o enriquecimento da fragdo de
glucana nas amostras dos residuos, corroborando com a maior solubilidade das

galactanas em agua frente as glucanas (13,20). A literatura reporta um
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comportamento similar com biomassa de K. alvarezii, cepas vermelha e marrom,
porém, apresenta um enriquecimento mais acentuado da fragao de glucanas nos

residuos obtidos (15,20).
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Tabela 8. Composi¢cao quimica e rendimento das fragbes pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume) e dos residuos
oriundos apods extragao de carragena de diferentes cepas e niveis de K. alvarezii. Rendimentos e teores apresentados em %

massica (grama/100 gramas de material original, dados em base seca).

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

Amostras Niveis ' Aromaticos Grupos
diferenciados Rendimento Galactana  Glucana Cinzas Proteinas  insoluveis sulfato
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tratada com KOH
Marrom 323+1,2 126+ 1,1 19,4 £ 0,3 3,7+04 24+23 16,1 + 1,1
Verde A 334+53 10,3+14 16,9 £ 0,2 52+0,4 1,9+0,5 18,4+ 1,6
Vermelha 37.8+12 11,1+03 16,8+0,03 2,3+0,1 3,4+0,3 16,9+2,2
Marrom 332+04 13,3+0,02 17,9+0,3 3,0+0,1 3,8+0,5 17,2+ 1,1
Verde B - 349+30 158+0,6 17,2+ 0,5 52+21 1,8+ 0,1 18,0 £ 0,3
Vermelha 321+10 112+04 16,6 £ 0,1 4,3+ 0,01 3,6+0,2 15,0 £ 0,1
Marrom 354+13 16,1+04 17,1+0,02 2,2+0,9 2,5+0,3 12,1+0,9
Verde C 214+06 9,1+0,8 15,4 + 0,01 1,8+0,7 3,9+0,2 11,1+£0,5
Vermelha 254+18 95+0,9 15,1+ 0,3 24 +0,1 2,7+0,6 11,1+ 1,1
Componentes da biomassa (g/100g de material original, balango de massa)
Aromaticos Grupos
Amostras Rendimento Galactana  Glucana Cinzas Proteinas  insoluveis sulfato
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Residuo
Marrom 31,4+20 8,3+43 10,0+1,8 4,2+0,2 0,6 +0,1 1,0+£0,2 2,1+0,8
Verde A 30,4 +0,8 65+1,8 10,1+23 41+0,7 0,5+0,3 1,1+04 25+0,5
Vermelha 28,8 70+1.4 8,9+0,7 3,9+0,5 0,5+0,1 0,8+0,8 2,2+0,6
Marrom 354 +3,3 64+06 11,1+28 4,2+0,2 0,6 +0,1 0,8+0,1 2,3+0,8
Verde B 26,5+0,0 43 8,9 na 0,9 0,5 na
Vermelha 26,7 £ 3,5 57+09 105+0,9 3,1+0,6 0,5+0,1 0,4+0,2 1,5+ 0,1
Marrom 31,2+0,1 6,8+ 1,1 95+04 40+1,2 0,9+0,1 1,117 23+0,7
Verde C 349+04 54+04 105+1,6 4,3+0,4 1,3+0,2 0,9+0,3 2,0+0,6
Vermelha 33,1+0,7 6,7+0,5 10,7+0,9 3,8+0,2 0,7+0,4 1,4+0,7 1,8+0,7

Todos os dados apresentados séo os valores médios seguidos pelo desvio padrédo amostral. na = néo analisado
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O balangco de massa € necessario para compararmos 0s residuos
diretamente com as amostras pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume). As
reducdes nas fragbes de galactanas, glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos
insoluveis e grupos sulfato dos residuos das diferentes cepas e niveis em estudo
foram ranqueadas, como se segue: 73,6-87,7%, 1,9-43,6%, 72,4-81,3%, 59,1-
90,4%, 41,7-88,9% e 81-90% (%massa/massa), respectivamente. As fragdes
de galactanas nas amostras dos residuos das diferentes cepas e niveis em
estudo culminaram em redugdes altas, quando comparado as amostras pré-
tratadas com KOH 6% (%massa/volume), atingindo um valor médio de 79,6%
(Yomassa/massa). A redugédo da fracdo de galactana nos residuos obtidos é
comum no processamento de carragena, pois a fragdo de galactana tem um alto
grau de solubilidade em agua a temperaturas superiores a 60°C (13,20). A
literatura reporta o mesmo comportamento das fracbes de galactanas em
residuos obtidos no processamento de carragena, cepas vermelha e marrom de
K. alvarezii (redugao da ordem de 94%, %massa/massa) (15,20). Os teores de
cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis e grupos sulfatos das diferentes cepas e
niveis em estudo também foram reduzidos nos residuos obtidos quando
comparados com as amostras pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume),
atingindo um valor médio de 68%, 73,5%, 64,6% e 76% (%massa/massa),
respectivamente. A literatura apresenta comportamento similar na reducao de
cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis e grupos sulfatos em residuos de
biomassa de K. alvarezii (cepas vermelha e marrom) oriundos de amostras

previamente pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume) quando comparado
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aos dados das diferentes cepas e niveis em estudo (15,20). As glucanas das
diferentes cepas e niveis em estudo mostraram uma dissolugdo meédia de 22,5%
(%Y%omassa/volume) apos a obtengcdo dos residuos oriundos da extracdo das
amostras pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume). Porém, a literatura
reporta uma dissolugéo da fracdo de glucanas no processamento de carragena,
em amostras de K. alvarezii (cepas vermelha e marrom) pré-tratadas com KOH
6% (%massal/volume), da ordem de 2,6% (%massa/volume), sendo que os
autores consideram esse valor um erro experimental, atribuindo que nédo houve
uma redugédo significativa da fragdo de glucana na extragdo de carragena das
amostras pré-tratadas com KOH 6% (%massa/volume) (15,20). Os dados
indicam que pode haver variagdo nos processos de obtencao de carragena (pré-
tratamentos com KOH e extragcdo em agua) o que pode levar a formagao de
residuos com conteudo diferenciados (principalmente os teores de glucanas e
galactanas). Outra possibilidade seria variagao na solubilidade da matéria-prima
(diferentes solubilidades das fragdes de galactanas e glucanas das diferentes
cepas e niveis em estudo). Desta forma, ha indicios de que a matéria-prima
(diferentes cultivos e cepas de K. alvarezii) e os processos de produgao de
carragena (pré-tratamento com KOH e extragdo com agua) possam influenciar
na composi¢ao quimica dos residuos e carragenas semi-refinadas.

A tabela 9 apresenta a composi¢cao quimica das diferentes cepas e niveis
em estudo das amostras de K. alvarezii previamente pré-tratadas com KOH 6%
(Y%emassal/volume) em relagao a fragao soluvel obtida apds a etapa de extragao

de carragena (carragenas semi-refinadas). Os teores brutos médios de
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galactanas, glucanas, cinzas, proteinas, aromaticos soluveis e grupos sulfatos
das carragenas semi-refinadas das diferentes cepas e niveis em estudo foram de
22,3-39,0% (galactanas), 4,1-8,3% (glucanas), 11,5-25,3% (cinzas), 2,3-5,5%
(proteina), 1,0-2,7% (aromaticos soluveis), 10,5-21,9% (grupos sulfatos) e 72,6-
92,4% (soma dos componentes) (Y%omassa/massa). Esses dados confirmam o
enriquecimento das fragbes de galactanas, cinzas e grupos sulfatos nas
amostras das carragenas semi-refinadas, corroborando com a maior solubilidade
das galactanas em agua quando comparado as glucanas (13,20). A literatura
reporta um comportamento similar com biomassa de K. alvarezii, cepas vermelha
€ marrom, porém, apresenta um enriquecimento mais acentuado da fragao de
galactanas nas carragenas semi-refinadas obtidas (15,20). Os teores brutos das
carragenas semi-refinadas das diferentes cepas e niveis em estudo foram
similares ao reportado para uma carragena comercial. Porém, a carragena
comercial mostrou um maior teor de cinzas (34,8%, %massa/massa) e menores
teores de glucanas e grupos sulfatos (0,4% e 12,8%, %massa/massa,
respetivamente) quando comparado as carragenas semi-refinadas das diferentes

cepas € niveis em estudo (15,20).
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Tabela 9. Composigao quimica e rendimento das fragdes das pré-tratadas com KOH (%massa/volume) e das carragenas semi-
refinadas oriundas do processo de extragao de diferentes cepas e niveis de K. alvarezii. Rendimentos e teores apresentados em

% massica (grama/100 gramas de material original, dados em base seca).

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

Amostras . Nl've.is Aromaticos Grupos
diferenciados Rendimento Galactana Glucana Cinzas Proteinas insoluveis sulfato
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tratada com KOH
Marrom 323+1,2 126+11 19,4+0,3 3,7+04 24+23 16,1 +1,1
Verde A 334+53 10,3+14 16,9+0,2 52+04 1,9+0,5 18,4+1,6
Vermelha 378+12 11,1+0,3 16,8 £ 0,03 2,3+0,1 3,4+0,3 16,9+22
Marrom 332+04 13,3+0,02 17,9+0,3 3,0+0,1 3,8+0,5 17,2 +1,1
Verde B - 349+3,0 158+0,6 17,2+ 0,5 52+21 1,8+£0,1 18,0+ 0,3
Vermelha 321+10 11,2+04 16,6 £ 0,1 4,3 +0,01 3,6+0,2 15,0+ 0,1
Marrom 354+13 16,1+04 17,1+0,02 22+0,9 25+0,3 12,1+0,9
Verde C 214+06 91108 15,4 + 0,01 1,8+0,7 3,9+0,2 11,1+0,5
Vermelha 254+18 95+0,9 15,1+0,3 2,4+0,1 2,7+0,6 11,1+1,1
Componentes da biomassa (g/100g de material original, balango de massa)
Amostras
Rendimento Galactana Gl Gi p , Arornle,:ltlc_os Grupos
(%) (%) ucana inzas roteinas insoluveis sulfato
(%) (%) (%) (%) :
(%)
Carragena semi-refinada

Marrom 69,1 +4,2 19,3+06 54+15 15,9+0,2 1,7+0,6 1,1+£0,5 12,1+0,6
Verde A 632+15 243126 44+05 15,3+ 0,04 1,5+0,5 09+0,5 12,1+ 1,1
Vermelha 63,1 21,1+10 52+1.2 8,6+0,5 1,8+0,4 1,7+0,8 13,8+1,4
Marrom 54,8 +5,0 16,1+25 22+1,0 6,5+0,2 1,9+0,5 0604 12,0+ 1,2
Verde B 64,2 159+28 3606 13,9+0,2 1,5+0,3 0,8+0,9 12,5+0,9
Vermelha 62,9142 158+1,8 2613 7,2+0,6 na 1,4+04 12,0+2,0
Marrom 532+03 119+26 3,5+0,6 122+0,4 24+04 1,3+0,6 56+1,1
Verde C 56,1+1,3 17,2+19 3,3+0,1 14,2+ 0,3 25+1,0 1,4+05 75107
Vermelha 59,5+0,5 232+0,7 37%0,7 13,6 £0,8 3,3+0,6 06+1,0 6,8+0,5

Todos os dados apresentados s&o os valores médios seguidos pelo desvio padrdo amostral. na = ndo analisado
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O balango de massa € necessario para compararmos as carragenas semi-
refinadas diretamente com as amostras pré-tratadas com KOH 6%
(Yomassa/volume). As redugbes nos teores de galactanas, glucanas, cinzas,
proteinas, aromaticos insoluveis e grupos sulfato das carragenas semi-refinadas
das diferentes cepas e niveis em estudo foram ranqueadas, como se segue: 9,4-
66,4%, 53,2-83,5%, 7,8-63,7%, 9,1-71,1%, 48-84,2% e 18,3-53,7%
(Y%omassa/massa), respectivamente. As glucanas nas amostras das carragenas
semi-refinadas das diferentes cepas e niveis em estudo culminaram em
reducbes altas quando comparado as amostras pré-tratadas com KOH 6%
(Y%omassa/volume), atingindo um valor médio de 67,5% (% massa/massa). Esse
efeito € comum, pois como descrito anteriormente, a maior parte da fragao de
glucanas nao foi soluvel no processo de extragdo de carragena, permanecendo
na fragao insoluvel (residuo). A literatura reporta um efeito similar na extragao
de carragena de biomassa de K. alvarezii (cepas vermelha e marrom), porém,
menos acentuado neste caso, indicando que praticamente toda fracdo de
glucana permaneceu na fragao dos residuos (ndo havendo dissolugéo da fragéo
de glucana no processo de extragdo de carragena) (15,20). As fragbes de
galactanas, cinzas e grupos sulfatos nas amostras das carragenas semi-
refinadas das diferentes cepas e niveis em estudo ndo mostraram uma redugcao
acentuada, pois uma menor quantidade de galactanas, cinzas e grupos sulfatos
permanece nos residuos insoluveis (a maior parte é dissolvida no processo de
obtencdo de carragena). O mesmo comportamento foi notado na extragao de
carragena de biomassa de K. alvarezii (cepas vermelha e marrom) corroborando
com os dados das diferentes cepas € niveis em estudo. Todavia, neste caso foi

notada uma maior solubilidade da fragao de galactanas o que levou a um maior
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teor de galactanas das carragenas obtidas quando comparado as carragenas
semi-refinadas das diferentes cepas e niveis em estudo (15,20).

Os dados da composicdo das carragenas semi-refinadas confirmam os
indicios de que a matéria-prima (diferentes cultivos e cepas de K. alvarezii) e os
processos de produgéo de carragena (pré-tratamento com KOH e extragédo com
agua) influenciam na composigdo quimica dos residuos e carragenas semi-

refinadas.

5.4. Avaliagdo da hidrélise enzimatica da fracdo de glucana dos residuos
obtidos

A figura 18a,b,c apresenta o comportamento cinético da hidrolise
enzimatica em fungdo da conversao de glucana em glicose, das fragdes dos
residuos obtidos apos a extracao de carragena das diferentes cepas e niveis em
estudo. A figura 18a,b,c mostra que apds 72h de hidrdlise enzimatica todos os
residuos em estudo apresentaram em uma conversdo média de glucana em
glicose proxima a 100% (%massa/massa), considerando os desvios padrdes. A
excecao foi a conversdo de glucana em glicose do residuo da cepa verde
referente ao nivel C, que atingiu uma conversdao maxima de 85,4%
(Yomassa/massa), apdés 72h de hidrélise enzimatica (Figura 20c). A literatura
reporta um comportamento similar da hidrdlise enzimatica de residuos oriundos
do processamento de carragena de biomassa de K. alvarezii, cepas vermelha e
marrom, ou seja, uma conversao de glucana em glicose de aproximadamente
100% apo6s 72h de hidrélise enzimatica com extrato comercial Cellic CTec Il

(carga de 10FPU/g de substrato) (15,20).
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Figura 18. Hidrolise enzimatica dos residuos oriundos do processamento de
carragena de diferentes cepas e niveis de K. alvarezii. Hidrolise utilizando-se
extrato enzimatico comercial Cellic CTec Il. (a) Conversao de glucana em glicose
referente ao nivel A. (b) Converséo de glucana em glicose referente ao nivel B.
(c) Conversao de glucana em glicose referente ao nivel C. As barras de erro

correspondem ao desvio padrdao amostral.

A figura 19a,b,c apresenta o comportamento cinético da hidrélise
enzimatica em fungdo da concentragdo de glicose das fracées dos residuos
obtidos apds a extracao de carragena das diferentes cepas e niveis em estudo.
Ao final de 72h de hidrélise enzimatica os residuos em estudo mostraram uma
concentragdo de glicose que variou de 6,3-8,5 g.L-!, considerando os desvios
padrées (Figura 21a,b,c). A literatura reporta uma concentracao diferente de
glicose na hidrélise enzimatica de residuos oriundos do processamento de
carragena de biomassa de K. alvarezii, cepas vermelha e marrom, ou seja, uma

concentragdo de glicose de 13,7 g.L-' apds 72h de hidrdlise enzimatica com
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extrato comercial Cellic CTec Il (carga de 10FPU/g de substrato) (15,20). Essa
diferenga pode ser explicada devido ao teor de glucanas presente nos residuos
do processamento de carragena. Os teores de glucana nos residuos das
diferentes cepas e niveis em estudo variaram de 29,6-36,7% (%massa/massa),
porém o teor de glucanas dos residuos reportados na literatura variaram de 50,2-
54,6% (%massa/massa) (15,20). Desta forma, os menores teores de glucanas
das diferentes cepas e niveis em estudo culminaram em uma menor
concentragao de glicose apos a hidrolise enzimatica, pois ambas conversdes dos
residuos obtidos no presente trabalho e os reportados na literatura foram de

aproximadamente 100%.
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Figura 19. Hidrolise enzimatica dos residuos oriundos do processamento de
carragena de diferentes cepas e niveis de K. alvarezii. Hidrdlise enzimatica
utilizando-se extrato enzimatico comercial Cellic CTec Il. (a) Concentracao de glicose
referente ao nivel A. (b) Concentragdo de glicose referente ao nivel B. (c)
Concentracao de glicose referente ao nivel C. As barras de erro correspondem ao

desvio padrdo amostral.

5.5. Avalicdo da modelagem cinética da hidrélise enzimatica

A modelagem matematica tem por objetivo na presente dissertacao,
compreender melhor o comportamento cinético da hidrdlise de polissacarideos
(polimeros) visando desenvolver processos enzimaticos de hidrélise que possam
atingir altos rendimentos em glicose e outros agucares (monémeros) (51).

Reacdes de hidrdlise de polissacarideos sdao muito complexas, sendo
afetadas por uma série de fatores de diferentes naturezas, a iniciar pelo fato de
que o substrato estd em uma fase solida e o biocatalisador (enzima) em uma

fase liquida, constituindo um sistema catalitico heterogéneo (53). Em face disso,

95



os modelos propostos na literatura para estes sistemas reacionais, partem de
uma abordagem pseudo-homogénea, descrevendo o processo de hidrélise
como uma sequéncia de reacoOes irreversiveis de 12 ordem, representada

genericamente por (53):

Polimeros——s Monémeros—2—s Produtosde decomposigo  [Equacgéo 13]

E frequente a segunda reacédo da série ser significativa em processos de
hidrélise acida. Entretanto, em processos de hidrélise enzimatica, dada a
especificidade de acao do catalisador, ndo se observa a ocorréncia de tal reagcao
em extens&o apreciavel, o que permite considerar r2=0 nestes casos.

Na presente dissertacdo, a cinética de hidrélise de glucana
(polissacarideo) utilizando o extrato enzimatico Cellic CTec Il foi acompanhada
e modelada matematicamente medindo-se a concentracdo de glicose
(mondbmero) formada durante a reacdo. Para a modelagem matematica da
cinética da reacao, partiu-se da equacado 13 com a consideracdo de que r2=0.

Deste modo, a Equagao 14 assume a seguinte forma:

Glucand(G) s glicose (2) [Equagéo 14]

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

se a seguinte equacdo para a taxa de variagcdo temporal da concentragdo de

glicose (9):

— = [Equacéo 15]
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Na equagdo 15, a velocidade de produgéo de glicose r1 (g.L-'.h") é
comumente postulada como sendo de primeira ordem (r1=kg). A integracao da
Equacéo 15 com esta expressao para r1, resultaria num crescimento exponencial
para a concentragao de glicose, 0 que nao condiz com o comportamento dos
dados experimentais verificado em todos os ensaios. Desta forma, uma pequena
modificagdo na expressdo de r1 foi introduzida visando descrever o
comportamento observado experimentalmente de que a concentragao de glicose
tende a um valor maximo assintotico (gmax) para tempos longos de reagéo.
Assim, a seguinte equacao modificada foi proposta para r1, modificagao esta que

encontra respaldo no trabalho de Zinnai et al (54):

1= K(gmax- g) [Equagédo 16]

Nota-se que o carater de primeira ordem da equacao 16 fica preservado
mesmo com a introdugdo da modificacdo proposta. Substituindo-se a equagao
16 na equacido 15 e integrando a equacado resultante, obtém-se, apds
manipulagdes algébricas, a seguinte equagao que descreve o perfil temporal de

concentragao de glicose de acordo com o modelo proposto: (48)

g= g li-e*) [Equaggo 17]

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 variacdes decorrentes das diferentes condicdes
reacionais utilizadas. Os parametros foram estimados por regressao nao linear,
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minimizando-se a soma dos quadrados dos residuos entre os valores
experimentais e os calculados pelo modelo, de acordo com o algoritmo de
Marquardt. (49). Uma informacéo importante que pode ser extraida a partir do
modelo matematico e que pode ser utilizada para comparacao da capacidade

catalitica dos diferentes residuos oriundos das amostras em estudo é a
velocidade maxima de reagao (7,,,,,)- Analisando-se a equacdo 16, observa-se
que r1 € maximo quando g € minimo, o que ocorre no instante inicial (t=0) quando

g=0. Assim, a velocidade maxima de reacéo (%, ) é dada por:

max)

Lo =kg.. [Equagao 18]

A cinética de hidrdlise de glucana (polissacarideo) utilizando-se o complexo
enzimatico comercial Cellic CTec Il, foi acompanhada e modelada
matematicamente medindo-se a concentragao de glicose (mondmero) formada
durante a reacgao. O presente modelo matematico foi validado para esta condi¢cao
utilizada, apresentando indicadores estatisticos (coeficiente de determinagdo R?,
Fc e valor-p) bastante favoraveis a sua validacao (48). A equacao 19, descreve
o perfil temporal de concentracao de glicose de acordo com o modelo proposto
Equacéao 17. (48)

A figura 20 apresenta os ajustes do modelo cinético, da hidrélise enzimatica
da fragcéo de glucana dos residuos obtidos, em fungdo dos dados experimentais
das diferentes cepas e niveis em estudo. A figura 20 mostra que o modelo
matematico proposto descreve bem a tendéncia do comportamento dos dados
experimentais da hidrdlise enzimatica para todas as cepas e niveis em estudo.
Esse comportamento esta de acordo com dados reportados recentemente, para

0s quais o presente modelo matematico foi validado para descrever a hidrolise
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enzimatica da fragado de glucana do residuo do processamento de carragena de

uma mistura de diferentes cepas de K. alvarezii (marrom, verde, vermelha e G11)

(48).
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Figura 20. Ajuste do modelo proposto a cinética de hidrolise enzimatica dos
residuos oriundos do processamento de carragena das diferentes cepas e niveis
de K. alvarezii em estudo. (a) Ajuste do modelo da cepa marrom do nivel A. (b)
Ajuste do modelo da cepa verde do nivel A. (c) Ajuste do modelo da cepa
vermelha do nivel A. (d) Ajuste do modelo da cepa marrom do nivel B, (e) Ajuste
do modelo da cepa verde do nivel B. (f) Ajuste do modelo da cepa vermelha do
nivel B. (g) Ajuste do modelo da cepa marrom do nivel C. (h) Ajuste do modelo

da cepa verde do nivel C. (i) Ajuste do modelo da cepa vermelha do nivel C.

A tabela 10 apresenta os dados estimados dos parametros cinéticos (gmax,
k e R? apdés o ajuste no modelo matematico (Equagdo 13) dos dados
experimentais da cinética enzimatica de formagédo de glicose, a partir do
polissacarideo glucana. Os valores de gmax, k € R? das diferentes cepas e niveis
em estudo variaram de 5,7-8,5 g.L'', 0,2-04 h' e 0,8936-0,9895,
respectivamente (Tabela 10). Os valores de gmax € k foram utilizados para
calcular a velocidade maxima de formagédo de glicose. Assim, os valores de

velocidade maxima de formagéo de glicose das diferentes cepas e niveis em
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estudo variaram de 1,6-2,4 g.L'h' (Tabela 10). Dados similares foram
reportados recentemente na literatura, onde a velocidade maxima de formagao
de glicose de um residuo oriundo do processamento de carragena de uma
mistura de 4 cepas de K. alvarezii (marrom, verde, vermelha e G11) foi de
aproximadamente 1,7 g.L-'h', utilizando-se o mesmo extrato enzimatico do
presente estudo (Cellic Ctec Il) (48) (Tabela 10). O parametro de velocidade
maxima de formagao de glicose foi utilizado para comparar o efeito da hidrélise
enzimatica dos residuos oriundos do processamento de carragena das
diferentes cepas e niveis em estudo. Desta forma, apds aplicar um teste
estatistico (teste de Tukey, Tabela 10) nos dados de velocidade maxima de
formacao de glicose, foi constatado que ndao houve uma diferenga significativa
entre as cepas e niveis em estudo em relagao a velocidade maxima de formagao
de glicose (Tabela 10). Desta forma, todos os residuos oriundos do
processamento de carragena das diferentes cepas e niveis em estudo foram
hidrolisados da mesma forma, ou seja, atingindo um mesmo patamar de

velocidade maxima de formagéao de glicose.

Tabela 10. Parametros cinéticos da hidrolise enzimatica dos residuos oriundos do

processamento de carragena das diferentes cepas e niveis de K. alvarezii.

*Velocidade

Amostras  Niveis Gmax k R? fg:'?'r)l(::;od:e
diferenciados (9.L™) (h™) <
glicose
(g.L'h”")
Marrom 7,2 +£0,01 0,3+0,01 0,9758 2,3 £ (,1abcdefghi
Verde A 8,5+0,1 0,2+0,03 0,9824 1,6 + 0,2bcdefgh
Vermelha 6,4+0,2 0,3+0,1 0,9314 2,0 % 0,4cdefgni
Marrom 6,4+0,2 0,4 0,1 0,9678 2,4 £ 0,5defani
Verde B 57+0,4 0,3+0,1 0,8936  1,9%0,6°0"
Vermelha 7,1+0,1 0,3+0,02 0,9790 1,9 + 0,1fgni
Marrom 6,6 +0,2 0,3+0,1 0,9657 1,8 + 0,59
Verde C 6,6 +0,2 0,4 +0,01 0,9895 2,3+0,1h
Vermelha 76+0,3 0,2+ 0,04 0,9347 1,9+0,3

Todos os dados relatados sé@o os valores médios seguidos pelos desvios-padrao amostral.
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*Na coluna, os valores com as mesmas letras ndo diferem entre si com um nivel de significancia de 0,05 (teste
Tukey, Software GraphPad Instat).

gmax= concentragdo maxima de glicose (g.L").

k= constante de velocidade (h”).

6. Conclusoées

A macroalga K. alvarezii foi capaz de se desenvolver em todas as estagdes
climaticas do ano em Ubatuba-SP, apresentando variagcdes nas produtividades
e velocidades de crescimento dos cultivos ao longo das estagdes. Desta forma,
os cultivos realizados em estagdes mais frias (outono-inverno) culminaram em
menores produtividades, porém os cultivos realizados nas estacdes mais
quentes (primavera-verao) culminaram em maiores produtividades. Desta forma,
o presente trabalho comprova que cultivos de diferentes cepas de K. alvarezii
podem ser realizados durante todo o ano, havendo maior produtividade de
biomassa durante as estacdes de primavera-verao.

O processamento da biomassa de K. alvarezii gerou 4 fragdes: amostra
nao tratada, tratada com KOH, residuo e a carragena semi-refinada. Os
rendimentos dos cultivos previamente tratados com KOH foram ligeiramente
superiores nas estacbes verao e outono, niveis (B e C). Entretanto, os
rendimentos dos residuos e carragenas semi-refinadas em relagao as amostras
previamente tratadas com KOH foram similares em praticamente todas cepas e
niveis em estudadas.

A composicdo quimica das 4 fracbes oriundas do processamento da
biomassa de K. alvarezii indicou a presenca dos principais componentes, como
segue: cinzas, proteinas, aromaticos insoluveis e grupos sulfatos. Em resumo,

os dados de composi¢gao quimica das amostras (ndo tratadas, tratadas com
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KOH, residuos e carragenas semi-refinadas) apresentados ndo mostraram
variagcdes substanciais entre as diferentes cepas e niveis em estudo.

A hidrdlise enzimatica com extrato comercial Cellic CTec Il das fragcdes de
glucana dos residuos obtidos apés o processamento de carragena, das
diferentes cepas e niveis em estudo, resultam em uma conversdo de
praticamente 100%. Além disso, a hidrolise enzimatica da fragdo de glucana dos
residuos indicaram que a formacéao de glicose a partir de glucana independe dos
diferentes cultivos e cepas em estudo. Desta forma, concluimso que pode haver
um potencial de producéo de bioprodutos a partir do melhor aproveitamento dos
residuos gerados no processamento de carragena. Um exemplo seria a
producao de etanol a partir de hidrolisado de glicose.

Em resumo, ficou demonstrado que cultivos de K. alvarezii podem ser
realizados com sucesso durante todos os meses do ano em Ubatuba-SP. Desta
forma, ha possibilidade de se produzir ndo somente carragena, mas também
bioprodutos a partir do hidrolisado de glicose oriundo do residuo do processo
durante todos os meses do ano; diferentemente de cultivos de cana-de-acgucar,
que se desenvolvem apenas uma vez ao ano. Esses avangos podem contribuir
para uma melhor concepc¢ao de estratégias de produgéo de bioprodutos no setor
de producao de hidrocoloides, um exemplo seria a produg¢ao comercial de etanol

combustivel.
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