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RESUMO

Sagarssum muticum é membro da ordem Fucales, da familia Sargassaceae, e do
género Sagarssum. Esta espécie € um potencial competidor e substituto de membros de
Laminariales e Fucales que, em suas comunidades, sdo considerados como espécies
chaves ou criticas. As macroalgas tém como um dos seus constituintes predominantes, 0s
polissacarideos, onde os principais sdo: alginato, agar e carragenanas, assim a classe
Phaeophyceae, apresenta especial predominancia do &cido alginico, que através de
hidrolise &cida destaca subprodutos como a glicose, a fucoidana e o acido alginico, sendo
este Ultimo um polimero linear que apresenta residuos do &acido B-D manordnico,
assemelhando-se desta forma a pectina e a celulose, que ao sofrerem fermentacdo

permitem a producdo de bioetanol.

As amostras de Sargassum muticum foram submetidas a extracdo de polissacarideos,
sacarificacdo &cida e enzimatica, fermentacdo com S. cerevisiae e analisadas por HPLC e
CG para monitoracdo dos indices de etanol.

Os maiores teores de acgucares foram encontradas nas sacarificacdes realizadas com
H,SO, a 5%, seguida por 2,5% e 3%. Entre os hidrolisados submetidos a fermentacdes
com Saccharomyces cerevisiae, obteve-se 0s maiores teores de producdo de etanol. Ja as
que apresentaram os menores indices foram as amostras H,SO,4 a 4% e as que receberam

sacarificacdo por celulase.

O baixo desempenho das fermentacGes dos hidrolisados com celulase pode ter sido
influenciado pela baixa atividade da enzima (1,44U/mg), se comparada com as celulases
comercializadas atualmente (atividade igual ou superior a 700 U/mg). Neste trabalho,
foram analisadas e contabilizadas por Cromatografia Gasosa, a presenca de etanol que
mostrou de forma clara resultados compativel com taxa de producdo de etanol observada
nos hidrolizados com H,SO, a 2,5% e 4% (variacdo 2), pois, estes sdo 0s Unicos a

apresentar valores acima de 50%, distanciando-se do percentual dos demais hidrolisados.

Palavras-chave: S. muticum, bioetanol, hidrdlises, fermentacéo.




ABSTRACT

Sagarssum muticum is member of the Fucales Order, Sargassaceae Family, and
Sagarssum Genus. This species is a potential competitor and substitute of the Laminariales
and Fucales members that in their communities, they are considered key species or critical.
The macroalgae have as one of its predominant constituent, polysaccharides, where the
main ones are: alginate, agar and carrageenan. thus the class Phaeophyceae, presents
special predominance of alginic acid, which by acid hydrolysis by-products out as glucose,
and fucoidana alginic acid, the last being a linear polymer having residues of the B -D
manoronico acid, thus resembling the pectin and cellulose that undergo fermentation to
allow the production of bioethanol.

The samples of the S. muticum were subjected to extraction of polysaccharides,
acidic and enzymatic saccharification, fermentation with S. cerevisiae and analysed by

HPLC and GC to monitor levels of ethanol.

The higher sugar content were found in sacarificagdes performed with 5 % H,SOs,,
followed by 2.5% and 3%. Among the hydrolysates subjected to fermentation with
Saccharomyces cerevisiae, the highest levels of ethanol production was obtained. Those
that had the lowest rates were samples H,SO4 4% and those receiving saccharification by
cellulase.

The poor performance of fermentation of hydrolyzed with cellulase may have been
influenced by the low enzyme activity (1,44U/mg), compared with cellulases currently
marketed (activity less than 700U/mg). In this work, the presence of ethanol was recorded
and analyzed by gas chromatography, which clearly showed consistent results with ethanol
production rate observed in hydrolyzed with H,SO,4 2,5% and 4%, because these are the

only present values above 50%, away from the percentage of other hydrolysates.

Keywords: Sagarssum muticum, bioethanol, hydrolysis, fermentation.
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Introducao

1.1. Consideragdes Gerais

As algas constituem um grupo de organismos que tém sido geralmente descritos
como fotoautotroficos unicelulares ou multicelulares, habitantes de mares e rios, e
encontram-se superiormente divididas em microalgas e macroalgas. Estes seres,
abundantes em nosso planeta terra exercem importante papel no ciclo do carbono, sendo
capazes de transformar o dioxido de carbono em carboidratos, por meio da fotossintese e

em carbonato de calcio, pela calcificagdo (Raven, 2007).
1.2. Utilizagao atual

As algas tém ganhado grande preponderdncia na industria alimentar, cosmética,
farmacéutica, agricola e até mesmo na industria tecnoldgica. A sua utilizacdo tem sofrido
um aumento significativo de tempo em tempo. Dados bibliogréficos apontam que ja em
1994, foram utilizadas a nivel mundial 221 espécies de macroalgas; sendo 125 rodoficeas,
64 feoficeas e 32 cloroficeas. Destas, 145 espécies foram utilizadas nas inddstrias
alimenticias; 101 espécies foram utilizadas na industria de extracdo de ficocoloides; 24
espécies na medicina tradicional; 25 espécies na agricultura, em producdes de racdes e

adubos; e cerca de 12 espécies cultivadas em aquicultura (Zemke-White & Ohno, 1999).

Em menos de uma década, a estimativa de crescimento deste mercado indicou o
volume equivalente a US$ 6 bilhdes movimentados pela producdo de 7, 5 T de algas em
2003, voltadas ao mercado alimentar, de medicamentos, cosmético e agricola, o que
demonstra que, mesmo ao haver crescimento quantitativo da utilizacdo das algas, o destino
desta matéria prima ainda é para os mesmos fins. Apenas na década a seguir o mercado
biotecnoldgico das algas conheceu uma ampliacdo, atingindo, no entanto o sector de
energia e biocombustiveis, fato este que, acarretou um aumento significativo das pesquisas
cientificas a partir de 2009 (Mchugh, 2003). Em Portugal, apesar do reconhecimento do
potencial e da importancia do sector das algas marinhas, as atividades nos dominios
ligados a ficologia séo ainda de reduzida dimensdo e inferiores ao desejavel e necessario.
No entanto, varios estudos feitos por ficologistas e por organizagdes governamentais
ligadas a industria, tém identificado inimeras espécies que podem constituir um importante

recurso natural (Pateira 1993 in Pereira, 2008).
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1.2.1. Setor alimentar

Apesar das algas serem conhecidas e exploradas ha muitos séculos pelos orientais,
em especial China e Japdo, dois de seus maiores derivados mais valorizados até hoje, ainda
sdo a carragenana e o agar, sendo o primeiro extraido majoritariamente das algas verme-
Ihas Gelidium, Gracilaria e Gracilariopsis e o segundo de  Kappaphycus
alvarezii e Euchema denticulatum, que juntos representam 90% do destino biotecnoldgico
das algas, voltados principalmente para industria alimentar, seja para dar sabor, textura, ou
melhor, aparéncia aos produtos alimentares, desde os achocolatados, queijos, gelatinas e

produtos na base de carne, composicao de racdo animal e cremes dentais (Bezerra, 2008).

Entre as espécies mais utilizadas estd a alga castanha conhecida vulgarmente como
Wakame (Undaria pinnatifida) originaria do Pacifico, que vive em aguas profundas (até 25
m) e pode atingir 1,5 m de comprimento, sua producao principal € originaria do Japdo,
Coréia e China, onde sdo cultivadas por meio de aquicultura e, atingem um volume anual
de producéo anual de 500 mt, peso fresco (Pereira, 2008). Apesar da abundancia de algas
na costa portuguesa, o uso destas na alimentacdo ndo tem grande aplicacdo na culinaria

nacional, exceto para algumas comunidades costeiras nos Acores.

Quando o agar oriundo da Asia, em particular do Jap&o, se tornou escasso, devido a
Il Guerra Mundial, teve inicio a industria de ficocolGides portuguesa. Esta indUstria chegou
a ter expressdo ao nivel da producdo mundial de agar, devido a abundancia e qualidade das
algas portuguesas (Sousa-Pinto & Araujo, 2006). A primeira fabrica de dgar em Portugal
foi construida em 1947, tendo o seu nimero aumentado até 6 fabricas, em 1971. Por essa
altura, Portugal tornou-se num dos maiores produtores mundiais de agar, produzindo cerca
de 1.620 toneladas por ano (Palminha 1971 in Pereira, 2008). No entanto, o declinio ou
desaparecimento de algumas populacdes de agardéfitas, a incapacidade de diversificar, de
apostar na qualidade e a conjuntura internacional desfavoravel, levaram ao
desaparecimento desta industria, restando hoje apenas uma empresa, a Iberagar (Vieira e
Santos, 1995).

Economicamente sdo utilizadas as partes secas e pulverizadas do género Sargassum
para preparar massas de biscoitos, sorvetes e outros produtos alimenticios, como o
enriquecimento de ragdo ovina em regifes com escassez de variadas fontes alimentares

(Marin et al., 2009). E além de serem utilizadas nesta industria, tem o importante papel de
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biofitros marinhos de metais pesados toxicos em regides costeiras litoraneas (Murugadas
1995 in Montes, 2012).

1.2.2. Industria téxtil e farmacéutica

O terceiro maior derivado das algas é o alginato, que por sua vez, apesar de ser
amplamente utilizado na industria téxtil (cerca de 50% de sua produgdo é utilizado como
espessante de algumas pastas que constituem os corantes), ainda sim, como 0s anteriores é
também destinado a indudstria alimentar em pelo menos 45% do restante de sua producéo
em larga escala (Amandawy, 2012). Este espessante € utilizado também em produtos
farmacéuticos, como cosméticos (Figura 1) e, embora alguns produtos deste setor, feitos
em Portugal, contenham algas na sua composicdo, a inddstria nacional ndo utiliza
amplamente nenhuma macroalga portuguesa (Sousa-Pinto, 1998). Um dos exemplos a
considerar é o instituto de Talassoterapia, tratamento fisioterapéutico com agua do mar e
elementos marinhos, em que o instituto encontra-se em Portugal e os seus produtos séo

importados de Franga.

o
o 4

n’ .

A *05 SAL MARINHO

RN TRADICIONAL
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Figura 1: Aplicacdo das algas e seus derivados nos diversos setores industriais; a) sal marinho de producéo
portuguesa enriquecido com algas (Foto: ALGAplus, 2014); b) utilizacdo de alginato como espessante de
corantes téxteis por empresas alemds (Foto: Two Square Meters, 2011); c) utilizacdo de Agar como
componente da indUstria farmacéutica brasileira (Foto: fruticon®, 2010)

1.2.3. Energética

O cultivo de algas em biorreatores consiste em um dispositivo de varios tubos de
vidro interconectados (Figura 2b), que vdo desde 100 metros até varios quildmetros de
comprimento, com seu volume chegando a milhares de litros. Assim as condi¢des 6timas
de crescimento podem ser obtidas em sistemas fechados, em vez de tanques abertos, com a
vantagem da diminui¢do no risco de contaminacéo e variacdo do pH, melhor controle da

concentracdo de nutrientes e niveis de oxigénio do sistema (Fuhr, 2014). Além da
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possibilidade de utilizagdo de luz natural ou artificial para estimulo do crescimento algal,

otimizando a producéo das mesmas.

O principal pais investidor desta tecnologia ¢ a Alemanha, que possui as duas
maiores empresas produtoras de biorreatores: SCHOTT® e SSC® (Strategic Science
Consult), onde a segunda foi responsavel pela criacdo dos biorreatores planos instalados na
fachada do primeiro edificio completamente alimentado por energia a partir das algas, a
BIQ House (Figura 2a e 2c), apresentado em 2013 durante a International Building
Exhibition (IBA) em Hamburgo, Alemanha (IBA-Hamburg, 2015).

Figura 2: UtilizagBes atuais das algas para geragdo de energia elétrica; a) BIQ House com sua fachada
constituida por biorreatores planos (Foto: ARUP®, 2013), diferentes dos tubulares que sdo mais utilizados
nas inddstrias como mostra a imagem b (Foto: ARUP®, 2013), possibilitando maior superficie de contato
com a luz solar que incide sobre a casa, como podemos ver com maior detalhe na imagem c (Foto:
SCHOTT®, 2013).

1.2.4. Biocombustiveis: evolucdo da 1% a 32 geracao

O principal fator de grande relevancia, que ainda promove grandes debates sobre a 12
e 22 geracdo de biocombustiveis, sdo as implicacdes decorrentes da utilizacdo de fontes
vegetais com destino tradicional alimentar como a soja, a cana de actcar e 0 milho, na
chamada 12 geracdo deste combustivel, que ao serem redirecionados —ao menos em parte —
para o setor de producdo de biodiesel ou bioetanol, promovem o0 encarecimento desta
matéria prima e seus derivados no mercado mundial, seja pela diminuicdo na
disponibilidade dos mesmos ou pela supervalorizagdo de seu novo destino, 0s
combustiveis, além da discussdo ética sobre a utilizacdo crescente para fins ndo

alimentares aumentar a disparidade da oferta de comida pelo globo, ja que, assim estar-se-
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ia a usar alimentos para a producao de combustiveis, fato que ndo tem sido bem aceito pela

populacdo mundial (Figura 3) (Maceiras, 2010).

Figura 3: Perspectiva sobre os biocombustiveis segundo a midia mundial. a) Campanha de alerta para o
aumento da produgdo de biocombustiveis em Franga (Foto: visionbresil.com, 2010); b) Propaganda anti
biocombustiveis no Brasil (Foto: resistir.info, 2008); ¢) Manifestacdo contra o uso de fontes alimentares
vegetais para producdo de etanol na Bélgica (Foto: estadao.com.br, 2013)

Biocombustiveis como biodiesel e bioetanol podem ser obtidos a partir de dleos
vegetais e gordura animal (Marchetti et al., 2007), com relevante importancia no combate a
degradacdo ambiental por serem, apesar de toda polémica, oriundos de fontes renovaveis
(Balat, 2007), dando origem a chamada 22 geracdo, que utiliza a biomassa lignocelulésica,
no caso de Oleos vegetais, e procura maximizar a rentabilidade por volume utilizado e
diminuir o redirecionamento do setor alimentar para o setor de combustiveis, porém,

trabalha com espécies que ainda estdo entre as como a cana-de-acucar.

Uma segunda questdo importante surge no cenario, pois sdo necessarias grandes
areas e importantes recursos para o cultivo dos principais vegetais fornecedores da
lignocelulose como amplas faixas de terras, alto consumo de adubos e agua, recursos que
poderiam estar a ser enviados para a producdo alimentar, além da separacdo da lignina da
lignoceulose ainda ser um obstadculo técnico e, neste contexto, a 3* geracdo de
bicombustiveis baseados em algas, oferece uma excelente alternativa como substituto aos
combustiveis fosseis (Wyman 1994; Goh et al., 2010).

A area costeira € um excelente local para o crescimento algal, ja que as macroalgas
por exemplo, podem ser cultivadas ancoradas (crescimento bentdnico) ou a flutuar na linha
do oceano (crescimento plancténico), ndo havendo necessidade de ocupagdo de &reas
voltadas a agricultura em detrimento a outras espécies, alem da disponibilidade natural de
nitrogénio sollvel a partir da matéria organica em decomposi¢cao no meio aquatico (Goh et

al., 2010). Outra grande vantagem é a possibilidade da exploracdo de algas que ndo sdo
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utilizadas como alimentagédo, para a produgdo do bioetanol, diminuindo a competicdo
agricola que outras espécies promovem, além da alta produgdo de biomassa por area ndo
dependente de fertilizantes, pesticidas, terras cultivaveis e agua fresca (Kraan, 2013). Desta
forma, o potencial biotecnolégico das algas vem sendo ampliado e altamente valorizado no
que toca os combustiveis renovaveis e a sustentabilidade, seja das microalgas (biodiesel) e
macroalgas (bioetanol) a partir de seus principais componentes organicos.

Pesquisas neste campo tomam cada vez mais importancia, j& que a procura por
“fontes amigas do meio ambiente” a serem utilizadas para assegurar a crescente demanda
por fornecimento energético, tende a aumentar cada vez mais, pois segundo a Organizacao
das Nacdes Unidas, a populacdo atual ultrapassa o nimero de 7 bilhdes de pessoas no
planeta, com estimativa de chegada aos 9 bilhdes até 2050 (ONU, 2013), fator que
acarretard de forma crescente uma maior demanda de transportes e fornecimento de
energia elétrica. Portanto, combustiveis de fontes renovaveis tendem a ser mais valorizados

por permitir producdo continua e seu uso em longo prazo (Antunes, 2010).

O biodiesel de terceira geracdo, a partir de microalgas, tem recebido maior atencéo
como substituto dos combustiveis fdsseis, pela possibilidade de utilizacdo em sua forma
“pura” ou adicionada ao diesel comum, em variadas concentragdes. Isso tem sido possivel
a partir da combinacdo de produtividade de biomassa maxima com teor de éleo méaxima,
construindo numeros fantasticos de produtividade, que foram explorados para o
financiamento de intensa pesquisa no setor (Garofalo, 2010), sendo, portanto as
microalgas, suas potenciais produtoras, constituem grandes fornecedores de biomassa, que
gracas a sua eficaz realizacdo fotossintética, conseguem duplicar sua producdo organica
diaria ao receberem altos estimulos luminosos (Tabela 1) € possivel uma grande geracao de
6leo comparado a outras fontes alimentares concorrentes de vegetais superiores (Franco,
2013).
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Tabela I: Producédo de energia e eficiéncia fotossintética de diferentes fontes de biomassa
(Franco, 2013)

Fonte de Tipo de Combustivel Produtividade Eficiéncia
Biomassa Produzido (bep ha'ano™)  fotossintética (%)
Milho Etanol 20 0,2
Cana-de-acgucar Etanol 210 — 250 2-3

Soja Biodiesel 13-22 0,1-0,2
Girassol Biodiesel 8,7-16 0,1-0,2
Microalgas Biodiesel 390 — 700 4-7

A terceira geracdo de bioetanol (TGB) é produzida atraves a biomassa algal e,
geralmente este etanol é obtido através da fermentacao enzimatica de monossacarideos
como a glucose. Certas algas tém a habilidade de produzir altos niveis de carboidratos de
lipideos de reserva, assim estas espécies tornam-se excelentes candidatas a serem utilizadas

na producdo de bioetanol (Goh et al., 2010).

As macroalgas tém como um dos seus constituintes predominantes, 0s
polissacarideos, onde os principais sdo: alginato (oriundo das algas castanhas), &gar e
carragenanas (oriundos das algas verdes e vermelhas), onde o filo Ochrophyta (ou
Heterokontophyta), classe Phaeophyceae, apresenta especial predominancia do acido
alginico (polissacarideo), que através de hidrdlise acida destaca subprodutos como a
glicose, a fucoidana e o 4cido alginico (figura 4), sendo este Gltimo um polimero linear que
apresenta residuos do acido p-D manoro6nico, assemelhando-se desta forma a pectina e a
celulose, que ao sofrerem fermentacdo permitem a producdo de bioetanol. Este pode ser
produzido alternativamente, a partir da extracdo de conteldo oleaginoso derivado também
de macroalgas, ja que nestas, encontram-se geralmente de forma abundante trés
componentes principais: carboidratos, proteinas e lipidios e, apds a extracdo lipidica para a
producdo do biodiesel, carboidratos existentes podem ser utilizados como substrato para a
fermentacdo e conseqiiente producdo do etanol, potencializando a biomassa. Portanto, para
a producdo atual de bioetanol a partir de macroalgas, sdo necessarias trés etapas: hidrélise
de polissacarideos e monossacarideos, fermentacdo dos monossacarideos e recuperacdo do
bioetanol (Meinita et al., 2013).




Introducao

CH,OH

(,)—O OH

|/
NG H/|

HO C_C
0s0;
H OH
Glucose
T HOOC

HOOC

Alginic acid and components

Figura 4: subprodutos resultantes da hidrélise acida do acido alginico em algas da classe Phaeophyceae, as
quais apresentam predominancia deste composto (Imagem: harvardforest.fas.harvard.edu, 2011).

1.3. Taxonomia da Familia Sargassaceae

Pertencente ao Dominio Eukaryota,Reino Protista, Divisdo Heterokontophyta, tem-se
a Classe Phaeophyceae, onde seu delineamento ordinal tem tido por base principal o ciclo
de vida, modo de crescimento e tipologia do talo principal - filamentoso ou
parénquimatoso (Torres, 2013), desta forma hoje esta classe apresenta a importante ordem

Fucales na qual esta a Familia Sargassaceae.

A familia Sargassaceae perfila como uma das principais familias neste taxon, porém,
existem poucos relatos literarios a sua relacdo filogenética. Esta familia é representada por
algas castanhas, e é contituida por 31 géneros: Acrocarpia, Antrophycus, Axillariella,
Bifurcaria, Brassicophycus, Carpoglossum, Carpophyllum, Caulocystis, Cladophyllum,
Coccophora, Cystophora, Cystophyllum, Cystoseira, Halidrys, Hormophysa, Landsburgia,
Myagropsis, Myriodesma, Nizamuddinia, Oerstedtia, Palaeohalidrys, Phyllotricha,
Platythalia, Polycladia, Sargassopsis, Sargassum, Scaberia, Sirophysalis, Stephanocystis,
Stolonophora e Turbinaria, nos quais estdo distribuidas cerca de 494 espécies, dividas nos
géneros (Guiry & Guiry, 2015).

10



http://harvardforest.fas.harvard.edu/leaves/pigment

Introducao

Os géneros Turbinaria e Sargassum sdo os de maior distribuicdo biogeogréfica,
sendo o primeiro encontrado em regides tropicais e subtropicais em quase todos 0s oceanos
e 0 segundo em regides tropicais e subtropicais dos oceanos Pacifico e Indico (Figura 5)
(Coimbra, 2006; Rohfritsch et al., 2010). As espécies deste género distribuem-se
predominantemente em zonas costeiras através de subtrato consolidado, muitas vezes

formando os “bancos de sargaco”.

Distribuicdo mundial do género Sargassum (Zona Tropical do globo)

Distribuicdo mundial do género Turbinaria (Zonas Subtropicais do globo)

Figura 5: mapa ilustrativo com as zonas de maior incidéncia dos géneros Sargassum e Turbinaria nos mares
do planeta.

1.3.1. Sargassum muticum (Yendo) Fensholt 1955

Sagarssum muticum membro da ordem Fucales, da familia Sargassaceae, e do
género Sagarssum, grupo de macroalgas castanhas com ampla distribuicdo em mares
tropicais e subtropicais, sendo a alginoéfita dominante nas areas tropicais. Nas Filipinas
espécies de Sargassum sdo as maiores entre as algas marinhas, mas ainda €
subdesenvolvido e minimamente utilizado entre algas disponiveis localmente (Trono &
Ganzon-Fortes, 1988).

Sagarssum muticum €, portanto, uma grande alga marrom, com ramos laterais que
destacam no verdo ou no outono, durante o verao, recipientes reprodutivas em forma de
charuto desenvolvem nas areas onde a sessdo anual ou "ramo" atribui a haste, mas também
pode sentar-se em cima do galho (Pereira et al., 2008). Seu habitat preferencial sdo locais

protegidos por substratos duros ou enriquecidos por conchas, ja que a exposicdo direta ndo
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é benéfica para a espécie, porém, S. muticum é tolerante a correntes e frequentemente é
encontrado em &guas rasas, no patamar infralitoral que se estende desde o limite minimo
da zona mediolitoral até ao limite inferior de penetracdo luminosa eficaz para a realizacao
da fotossintese das algas (Josefsson, 2011). Esta alga, forma imensas massas flutuantes
chamadas “mar de Sargago” (Figura 6), no Oceano Atlantico, a nordeste do Caribe,
podendo como outras algas castanhas produzir crescimentos indesejaveis quando
introduzidas em areas nao-nativas, comportando-se como invasora, interfere seriamente em

atividades de maricultura e prejudica os ecossistemas aquaticos.

22

Figura 6: “Mar de Sargaco” nas dguas da llha do Marajo, Norte do Brasil, banhada pelo oceano Atlantico
(Foto: Danielle Cavalcante, 2014)

S. muticum é um potencial competidor e substituto de membros de Laminariales e
Fucales que, em suas comunidades, sdo considerados como espécies chaves ou criticas
(Raven, 2007). Nativo do sudeste da Asia (Pereira et al., 2008), sua distribuicio atual
como uma espécie invasora é generalizada, incluindo Europa, Mar Mediterraneo e costa
oeste da América do Norte. Em alguns paises como EUA, observa-se esta espécie com este
comportamento alastrando-se em extensas coberturas, com até 2 metros acima de tudo,
diminuindo o fluxo de luz e disponibilidade de nutrientes utilizados pelas algas nativas,

além de aumentar a sedimentacéo local (Britton-Simmons, 2004).

Analises da composicdo de Sargassum spp. revelam sua vantagem como matéria-
prima para a producdo de etanol, a temperatura de pré-tratamento para esta macroalgas,
bem como as condi¢Bes de sacarificacdo de enzimas utilizadas sdo relativamente mais
suaves em comparacao com a de biomassa terrestre, além de conversdes de etanol obtidas
serem significativamente mais elevadas do que o rendimento tedrico baseado em glicose

como substrato (Borines, 2013). Contudo, o grupo de algas castanhas apresenta
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composicao diferente durante o ano, variando sua utilizagdo de reservas alimentares, com
riqueza de carboidratos durante o outono e escassez no inverno, fator altamente relevante
para a escolha do periodo de recolha das mesmas para esta finalidade (Fasahati, 2012).
Assim, o potencial de producdo do bioetanol a partir do género Sagarssum vem sendo
melhorado, na tentativa de driblar estas desvantagens, como mostra o projeto intitulado
“Ocean Sunrise Project”, que foi criado com objetivo de cultivar de Sargassum horneri,
utilizando 4.470.000 km? de 4reas ndo utilizadas da zona econdmica exclusiva (ZEE) do
Japdo, e através da producdo de bioetanol de algas marinhas, combater o aquecimento

global, contribuindo com alternativa aos combustiveis fosseis (Aizawa, 2007).

Portanto, é de alta relevancia unir a producéo biotecnoldgica a gestdo ambiental em
torno desta espécie, a fim de promover uma melhoria no quadro instalado em territorio
nacional portugués, ja que em zonas como a da Figueira da Foz, encontra-se S. muticum
em grande abundéancia, o0 que aponta para um quadro cada vez mais sério de predominancia
desta invasora nas praias do pais, constituindo um perigo para as espéecies nativas e um
alerta para o agravamento num futuro proximo do estado de alastramento da mesma.
Contudo, a producdo de bioetanol a partir desta alga alia estes dois pontos de grande
importancia atual, com a producdo de combustivel renovavel e gerenciamento do quadro
invasor presente em Portugal, promovendo sustentabilidade e desenvolvimento de pesquisa

do biocombustivel de terceira geracao.

1.4. Contextualizacdo do trabalho e objetivos

O Laboratério de Macroalgas do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade
de Coimbra em conjunto com o Laboratério de Quimica da Escola Superior Agréaria de
Coimbra tem dedicado-se a investigacdo na area de inovacao biotecnoldgica, o que inclui
espécies com potencial econdmico como S. muticum. Assim, o propdésito principal deste
trabalho foi a producdo de bioetanol a partir da macroalga Sargassum muticum

(Phaeophycaeae).
Para concretizacdo deste objetivo geral foram delineadas as seguintes tarefas:

a) Extragdo simplificada e refinada de ficocoldides como o Alginato, a fim de
verificar se este composto isolado poderia influenciar nos niveis de producéo de

etanol;
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b)

Degradacdo da biomassa por hidrolises &cidas e enzimaticas, para quebra de
ligacGes do tipo f3;
Fermentacdo e Analise por Cromatografia gasosa, para verificacdo da ocorréncia

e variacdo dos niveis de etanol obtidos nesta etapa final.
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Material e Métodos

2.1. Amostras

As amostras de Sargassum muticum foram encontradas na Praia de Buarcos,
localizada na Freguesia de Buarcos, uma das dezoito freguesias pertencentes ao Conselho
de Figueira da Foz (Figura 7), colhidas em maio de 2014 e transportadas até o Laboratorio
de Macroalgas da Universidade de Coimbra, destinaram-se a serem lavadas em agua do
mar filtrada, drenadas, cortadas e secas em estufa a 40 °C por 4 dias. Ap0s sua secagem
completa, realizou-se a moagem em Moinho KUNFT GTM 8803, pesagem e

armazenamento das mesmas.

Figura 7: Localizagdo geogréfica da Praia de Buarcos onde as amostras de S. muticum foram colhidas.

2.2. Extracéo de Polissacarideos

Foram testados dois métodos de extracdo de polissacarideos: o método titulimétrico
adaptado de Cameron, Ross e Percival 1948, o qual destina-se a extracdo especifica de

alginatos e 0 método simplificado de extracdo de ficocolbides adaptado de Pereira 2011.
2.2.1. Extracdo Titulimétrica (Adaptado de Cameron, Ross e Percival, 1948)

Apos reidratacdo com 10mL de H,O destilada e imersa em 20 mL de acido sulfirico
(H2S0,) a 0,2M por 24h em temperatura ambiente (22°C), a biomassa de 1g de S. muticum
seca e moida, foi filtrada em filtro de porosidade 3G, lavada novamente em 60mL de H,O

destilada e misturada a 40mL de Carbonato de Sédio (Na,CO3) a 6% para ser submetida a
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banho Maria com temperatura de 50°C por 2h, com posterior repouso de 24h a temperatura
ambiente (em torno dos 22°C). Acrescentou-se entdo, 40mL de Na,CO; a 1,5% e H,O
destilada até seu volume atingir 300mL no total e sobre este volume foi projetado um fino
jato de Cloreto de Calcio (CaCl,) a 10% em meio a agitacdo branda para ser deixada em
repouso por 24h em temperatura ambiente e filtrada em filtro 3G, possibilitando a

separagdo do material extraido apds este periodo (Figura 8).

Figura 8: Etapas da Extracdo Titulimétrica; a) Reidratagéo e imercdo em H,SO,; b) imersdo em Na,COs; c)
Filtracdo; d) pds-acréscimo do jato de CaCl,) e f) precipitagdo do extraido.

2.2.2. Extracéo Simplificada de Ficocoldides (Adaptada de Pereira, 2011)

A biomassa de 5g de S. muticum seca e moida foi imersa em 5mL metanol e acetona
na proporgdo de 1:1 ocasionando eliminacdo da fracdo organossollvel, reidratada com
5mL de H,O destilada e deixada em repouso de 24h em temperatura ambiente (22°C), ap6s
este periodo deu-se a primeira separa¢do (aquosa) em 150mL de H,O destilada a 100°C por
3h e filtrada a quente em filtro de porosidade 1G. Na segunda separacdo (alcalina), a
amostra foi misturada a 150mL de hidréxido de sédio (NaOH) a 1 molar, aquecida em
duas etapas de banho Maria — 2h a 50°C e 1h a 70°C — apds aquecimento, a solucdo foi
duplamente filtrada a quente em filtro de porosidade 3G, para precipitagdo dos
ficocoldides. Foi acrescido etanol a 96%, com dobro do volume do precipitado, para
posterior remocdo e secagem (em estufa a 60°C por 48h) do coédgulo esbranquicado de

ficocolbides (Figura 9).
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Figura 9: Etapas da Simplificada de Fiocoloides; a) Reidratacdo e imersdo em H,SO,; b) eliminagdo da
fracdo organossollvel; ¢) Filtracdo; d) adicdo de NaOH e inicio da adi¢do de etanol a 96%; €) coagulo de
ficocoloides ja seco.

2.3. Degradacédo de Polissacarideos

A degradacdo de polissacarideos foi obtida por meio de hidrdlises &cidas adaptadas
de Borines 2013, autor que apresentou resultados satisfatorios com outras espécies do
género Sargassum e, hidrélise enziméatica com celulase (Figura 10). A hidrdlise acida €
caracterizada por envolver solugdes diluidas de acidos fortes como &cido cloridrico e
sulfarico e condicdes rigidas de pH e temperatura (pH 1 e 2 — temperatura entre 100 a
150°C) (Santiago, 2004), fornecendo assim uma ampla eficiéncia na quebra de ésteres,

aminas e principalmente actcares que foram o composto alvo deste trabalho.
2.3.1. Hidrdlise Acida (Variacéo 1)

3g de S. muticum seca e moida foi submetida a banho Maria a 100°C durante 1h,
misturada em 120mL de H,SO, a seis diferentes concentracbes (2,5%, 3%, 3,5%, 4%,
4,5% e 5%).
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2.3.2. Hidrdlise Acida (Variagéo 2)

No segundo tipo de hidrolise acida, as condi¢es foram as mesmas, com excecao, das
concentracdes de H,SO,4 serem apenas de 4% e 5%, e o banho parafina a 115°C com

duracédo de 1h 30min.
2.3.3. Hidrdlise Enzimatica

3g de S. muticum seca em estufa a 40°C e moida foi reidratada com 150mL de H,O
destilada e aquecida em microondas a 100°C, segundo o termdmetro digital do mesmao, por
10 minutos, ap6s seu aquecimento foi adicionado a solucdo 120mL de tamp&o (Acido
Acético + Hidroxido de s6dio) com pH5 e 100mg de celulase (50 FPU cellulase/g de
biomassa), com agitacdo branda a 40°C por uma semana em estufa.

Amostras com Hidrdlise A—
Acida (Variacgo 2) Amostras com Hidrdlise

Enzimatica

Amostras com Hidrodlise
Acida (Variagdo 1)

Figura 10: Amostras apo6s a realizagéo das hidrolises adotadas.

2.4. Fermentacao

Os eumicetos (Fungi) sdo o grupo mais utilizado na fermentacdo para a producéao de
etanol por apresentarem diversas formas de crescimento e multiplicacdo. Sob certas
condigdes de cultivo, sdo capazes de utilizar uma variedade de substratos, dependendo da
espéecie em questdo. Em geral estes microrganismos sdo capazes de crescer e de produzir
etanol eficientemente em valores de pH entre 3,5 e 6,0 e de temperatura entre 28°C e 40°C
(Kosaric, 1983).

Assim, foram utilizados os sacarificados em fermentacdo com a levedura

Saccharomyces cerevisiae em incubacdo a 40°C por 8 dias seguidos, em agitacdo orbital
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com rotacdo de 130 rot/min. Para tal, foram preparadas 12 amostras, sendo 2 destas,
controles com sacarose 50FPU/g a substituir a biomassa (Figura 11 e Tabela I1), em
erlenmeyers contendo 50mL de amostra e 50mL de fermento (preparado segundo a Tabela

I11) com pH de 3,8 e vedados com parafilm®

Figura 11: Agrupamento das amostras para fermentacdo segundo o tipo de hidrolise sofrida.

Tabela I1: Controle das amostras e o tipo de

hidrélise sofrida. Tabela Il1: Composicdo do meio
de crescimentos para incubacao.

Controle Tipo de Hidrélise Nutrientes g/L
1 Controle (sacarose) Extrato de levedura 5
2 Controle (sacarose) KHPO, S
3 Hidrolise Enzimaética NH.CI 1.5
4 Hidrolise Enzimatica MgCl 0.6
5 Hidrdlise com H,SO,4 2,5% (Var. 1) KCI L7
6 Hidrolise com H,SO4 3% (Var. 1)
7 Hidrolise com H,SO4 3,5% (Var. 1)
8 Hidrolise com H,SO4 4% (Var. 1)
9 Hidrolise com H,SO4 4,5% (Var. 1)
10 Hidrdlise com H,SO4 5% (Var. 1)
11 Hidrdlise com H,SO4 4% (Var. 2)
12 Hidrdlise com H,SO4 5% (Var. 2)

2.5. Andlises
2.5.1. Determinacdo Aproximada do teor de hidratos de carbono por medicéo
do indice de refracdo (BRIX)

O Brix das amostras foi medido antes da etapa de fermentacdo, ou seja, logo apés as
hidrélises para verificagdo do teor de compostos sollveis, principalmente de agucares, apos
subtracdo da percentagem de acido conhecida em cada uma das solugdes.
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2.5.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolu¢do (HPLC)

O processo de sacarificacdo foi monitorizado por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucdo (HPLC). O HPLC é método fisico-quimico que, promove a separacdo de
componentes de uma mistura realizada pela sua composi¢cdo, em uma fase movel que €
eluida sob altas pressdes (Gabriel, 2009). Este procedimento tem a capacidade de realizar
separagdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes na
amostra, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e
sensibilidade (Collins, 2009).

Para esta etapa, as amostras ja hidrolisadas segundo a variacdo &cida 1 e hidrolise
enziméatica com celulase, foram neutralizadas até cessacdo de formacdo de CO, com
Carbonato de Potassio (K,COs3) e ultrafiltradas em membrana Millipore de 20 ou 47 micro

para inje¢do no HPLC (Figura 12).

Figura 12: Tratamento das amostras para HPLC; a) ultrafiltracdo; b) amostras ja basificadas para injecéo e c)
ilustracdo do funcionamento do HPLC com sua coluna de separagdo (Imagem: hig.lindegas.com, 2008)

2.5.3. Determinacdo de Etanol por Cromatografia Gasosa (GC)

A Determinacdo de Etanol por Cromatografia Gasosa (CG) permite a separacdo e
andlise de misturas de substancias volateis, como o etanol, onde a amostra é vaporizada e
introduzida em um fluxo com gas adequado denominado de fase mével (FM), este fluxo de
0 gas com a amostra vaporizada passa por uma coluna contendo a fase estacionéria (FE) da

coluna cromatografica, onde ocorre a separacdo da mistura (Del Grande, 2008).

Para realizacdo desta etapa, foram colhidas aliquotas diarias em duplicata (2mL por
aliquota) das amostras em fermentacdo, armazenadas e congeladas a -6°C. As injecdes
tambeém foram realizadas em duplicata por cada aliquota, com auxilio de seringas de 2 pL,
apos diluicdo de 200 pL de metanol (CH40) a 2% em 200 pL. de amostra, constituindo
proporgdo de 1:1 em equipamento Agilent mod 6890 séries, gas de arraste azoto a
ImL/min, injetor divisor com taxa de divisdo de 1/20, Tinj=270°C, coluna FFAP
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Phemonenex (USA) 30m x 0,32mmx 0,25micro m de espessura de fase, em modo
isotérmico a 45°C; detector de ioniza¢do em chama de ar/hidrogénio, T=260°C. método de
quantificacdo com base em padréo externo (solucdo de etanol a 0,2%, 0,5%, 1,5%, 3% e

5% V/V) na presenca de padrdo interno (metanol a 2%, V/V) (Figura 13).

i

Figura 13: Preparacédo das aliquotas para GC; a) aliquotas diarias em duplicata (2mL); b) e c) diluicdo de
200 uL de metanol (CH4O) a 2% em 200 uL de amostra, constituindo propor¢do de 1:1 e c¢) amostras
homogeneizadas para injecdes em GC.
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Resultados e Discussao

3.1. Extracdo/hidrolise de hidratos de carbono
3.1.1. Extracao simplificada de polissacarideos

A variedade da composicdo organica das espécies de Sargassum €& amplamente
influenciada por fatores ambientais como a salinidade, temperatura da &gua,
disponibilidade luminosa e de nutrientes, que podem em conjunto, estimular ou inibir a
biossintese dos componentes organicos esperados nestas algas (John et al., 2011). Os
hidratos de carbono, por exemplo, compde de 46% a 49% da biomassa dos Sargacos,
dentre estes, 0s mais importantes nas Phaeophytas sdo: o alginato, que representa de 20% a
40% da massa total algal (Lodeiro & Cordero et al., 2004) e a celulose, com percentual
variavel, que é o segundo hidrato de carbono encontrado em maior quantidade, sob a forma

de alfa celulose, porcéao deste constituinte que é insoltvel em hidréxido de sédio.

Assim, para a producdo de etanol estes polissacarideos complexos tém que ser
hidrolizados a aglUcares mais simples (monoméricos) como a glicose e a galactose.
Monbmeros como a glicose, galactose e acido alginico sdo derivados das hexoses e ao
serem simplificados por hidrolise do alginato, tornam possivel sua metabolizacdo por

leveduras como o Saccharomices cerevisae para a producéo de etanol. (Borines, 2013).

Desta forma, os primeiros pré-tratamentos adotados foram as extracBes de
polissacarideos: titulimétrica (Cameron, Ross & Percival, 1948) e simplificada de
ficocoldides (Pereira, 2011), porém, ndo apresentaram resultados satisfatérios,
particularmente em relacdo a extracdo simplificada, o que pode ter ocorrido pelo fato deste
método ser utilizado até o momento, com maior eficacia em polissacarideos sulfatados
pertencentes a algas que apresentem menor teor de alfa celulose, a qual esta presente em
grande parte da biomassa do S. Muticum (Rodrigues & Souza, et. al., 2015). Portanto, o
terceiro pré-tratamento que substituiu estes métodos, foi a sacarificacdo do S. muticum
através das hidrdlises acidas e enzimaticas, as quais se mostraram mais eficazes. Assim, a
extragdo refinada de alginato ndo foi viavel, porém, a auséncia desta etapa néo afetou de

forma significativa a realizacdo dos métodos para a producéo de etanol.
3.1.2. Meétodo Enzimatico e Acido

Existem inumeros trabalhos experimentais no campo da sacarificagdo e fermentacéo

de algas, porém, a maioria destes trabalhos apresenta certa dificuldade em padronizar as
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condicBes ideais destes métodos para as Phaeophytas, pois cada estudo utiliza espécimes
oriundas de uma localizacdo geogréfica especifica (Fasahati & Liu, 2012), fator este como
foi citado acima, influencia amplamente na variacdo das concentra¢fes dos componentes
organicos que estdo resumidos em valores aproximados na Tabela IV (Rodrigues et. al.,
2015).

Tabela IV: Composicao aproximada do Sagarssum muticum (Rodrigues et al., 2015).

Constituinte (%) g/100g de alga
Proteinas 16,90 + 0,2
Hidratos de carbono 49,30

Lipidos 1,45 +0,07
Componentes inorganicos 22,94 + 0,06

A hidrolise do &cido alginico leva a formacdo de &cidos como o glucorénico e
galacturonico, componentes do alginato, que, todavia ndo foram claramente identificados
pelo HPLC, pois a coluna utilizada ndo apresentava caracteristicas adequadas para analises
destes aglcares, no entanto, a mesma apresentou sucesso para glucose e a galactose.
Assim, os maiores teores de hidratos de carbono sollveis (glucose e galactose) foram
encontrados nas sacarificacdes realizadas com H,SO4 a 5% com 58%, seguida por 2,5%
com 52,65% e 3% com 44,10% (Tabela V e Figura 14), valores bem acima dos resultados
com Sargassum polycystum (5,3 £0,14 de galactose) e Sargassum duplicatum (6,3 + 0,27)
quando submetidos a hidrdlise acida com H2SO4 a 0,2M com temperatura a 115°C
(Mutripah, 2014).

Tabela V: Teores de hidratos de carbono em hidrolisados de Sargassum muticum.

1 ~
IConcentracio de Concentracdo de  Percentagem

Tipo de Sacarificagédo acUcares totais - glucose + de de glucose +
BRIX (mg/mL) galactose galactose
(mg/mL) (wiw)

S. muticum + H,SO4 (2,5%) 62,5 26,33 52,65%
S. muticum + H,SO4 (3%) 50,0 22,06 44,10%
S. muticum + H,SO;4 (3,5%) 37,5 18,09 36,20%
S. muticum + H,SO, (4%) 50,0 9,65 19,30%
S. muticum + H,SO4 (4,5%) 62,5 7,40 14,80%
S. muticum + H,S0O, (5%) 50,0 28,99 58,00%
S. muticum + celulase 180,0 4,34 33,90%
1

valores obtidos segundo a média dos valores observados através das anélises realizadas com a sacarificagéo
referida
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Figura 14: Cromatogramas por HPLC dos hidrolisados com H,SO, a 2,5%, 3% e 5%.
3.2. Fermentacéo de hidrolisados

Durante os processos enzimaticos de formacdo do ATP e, inerentes a formacdo de
etanol, outras rotas metabdlicas sdo ativadas para formar materiais necessarios para a
constituicdo da biomassa (polissacarideos, lipidos, proteinas, acidos nucléicos e outros),
assim como substancias relacionadas, direta ou indiretamente com a adaptacdo e
sobrevivéncia celular. Portanto, com o metabolismo anaerdbico, sdo formados e
excretados, além do etanol e o didxido de carbono, o glicerol, acidos organicos (piruvato,
sucinico, acético e outros), alcoois superiores, acetaldeido, acetona, butilenoglicol e

compostos de menor significado quantitativo (Antonio, 2010).
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3.2.1. Analise de resultados

Os hidrolisados anteriores foram submetidos a fermentacdo com Saccharomyces
cerevisiae, com um meio minimo de nutrientes e em condi¢cfes ndo sépticas, monitorando-

se a concentracdo de etanol no meio.

Obtiveram-se 0s maiores teores de producdo de etanol (Tabela V1), nas amostras com
hidrélises nas condi¢des designadas de “variagdo 1”, ou seja, em banho maria a 100°C por
1h e adicdo de H,SO,4 a 2,5% e com hidrdlises nas condicdes designadas de “variacdo 2”,

ou seja, em banho parafina a 115°C por 1h30 e adicdo de H,SO,4 a 4%.

As que apresentaram os menores indices foram as amostras com hidrélise nas
condigdes de “variacdo 1” (100°C | 1h) e adicdo de H,SO4 a 4% e as com sacarificagao por
celulase. O que pode indicar que a temperatura tem maior influéncia que a concentracdo de
H.SO4 no sucesso deste procedimento, pois observa-se ainda que, a igual concentracdo de
H.SO,4 a 4%, submetida a 100°C e 115°C faz com que as amostras apresentem resultados
bem diversos entre si (Anexo B).

Trabalhos como o de Borines 2013, baseia seus pré-tratamentos na alteracdo da
temperatura como fator principal, deixando a concentracdo do H,SO, como agente
secundario, ja Daroch 2013, retne dados sobre a influéncia da temperatura na producéo de
etanol com macroalgas do género Sargassum, onde apresenta resultados de
aproximadamente 10% de producdo total de etanol com Sargassum sagamianum, pré-
tratada apenas sob cozedura térmica a 200 °C por tempo estimado em 15 min e

fermentacdo com Pichia stipitis CBS7126, por 48h.

Portanto, faz-se necessaria maior verificacdo das variacBes dos teores de etanol
produzidos durante as fermentacGes com S. cerevisiae sob as mesmas concentracdes de
H.SO, e diferentes temperaturas, para se chegar ao quadro mais préximo ao rela fator que

influencia de forma crucial esta etapa.
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Tabela VI: Teor de etanol nos hidrolisados de Sagarssum muticum.

Tempo de Fermentacéo

Tipo de Sacarificacdo 3°dia (%) 4°dia (%) 5°dia (%) 6°dia (%) 7°dia (%)

Hidrdlise nas condi¢des de
variacdo 1 (100°C | 1h)

H,SOsa 2,5% 1,02 1,06 1,44 1,44 1,16
H,SO4a 3% 0,57 0,69 0,78 0,80 0,96
H,SOsa 3,5% 1,01 0,95 0,84 0,82 0,60
H,SO42a 4% 0,42 0,43 0,45 0,47 0,48
H,SOsa 4,5% 0,57 0,78 0,79 0,91 0,96
H,SO4a 5% 0,74 0,74 0,75 0,79 0,83

Hidrdlise nas condi¢des de

variagdo 2 (115°C | 1h30)

H,SO4a 4% 1 1,22 1,47 1,65 1,75
H,SO4a 5% 0,70 0,77 0,85 0,98 0,99

Hidrolise enzimatica

Celulase 0,50 0,41 0,41 0,41 0,39

Os niveis de producdo de etanol podem ainda ter sofrido alteragdo por fatores
promovidos pelas condi¢Bes ndo sépticas, pois a manipulacdo das fermentacdes, ainda que
em incubadora, pode promover a mudanca do microambiente anaerobiético para o
aerobidtico, permitindo assim, a propagacdo de microrganismos nao desejados e

consequente contaminacgdo, com queda da producgéo de etanol como consequéncia.

Os produtos finais da transformacédo do agUcar dependem do meio em que a levedura
se encontra, ja que, na anaerobiose, a maior parte do acgucar é transformada em dioxido de
carbono e etanol — fermentacdo alcodlica — enquanto que, na aerobiose uma porc¢do deste
acucar é convertida em biomassa, CO, e agua (Antonio, 2010), fatores estes que abrem
espaco para maior probabilidade de proliferacdo de microrganismos que promovem a
fermentacdo lactica e malolactica, as quais necessitariam de analise para verificacdo e

medicdo de seus produtos.

Os hidrolisados com H,SO4 3%, 4,5% e 5%, apresentaram resultados proximos entre

si, sendo possivel agrupa-los para analise como mostra 0 Anexo A.
3.2.2. Condicdes ndo sépticas e eventual presenca de inibidores

A hidrdlise enzimética da celulose € efetuada por B-hidrolases altamente especificas
para a quebra destas ligacdes e os produtos sdo geralmente acucares simples tais como a

glucose (Sun & Cheng, 2002). O acido alginico, que por ser um polimero linear, também
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contém o acido B-D-manuronico, com ligagdes P(1—4), assemelhando-se a pectina e a
celulose, este polissacarideo resulta principalmente na hidrélise de produtos como &cido
glucordnico, galacturénico e fucoidana, heteropolissacarideo parcialmente sulfonado que

frequentemente contém acido urdnico.

O baixo desempenho das fermentagdes dos hidrolisados com celulase (Tabela 1V)
pode ter sido influenciado pela baixa atividade da enzima (1,44U/mg), se comparada com
as celulases comercializadas atualmente (atividade igual ou superior a 700 U/mg), pois,
diversos fatores como os fisicos (temperatura, pressdo osmotica), quimicos (pH,
oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbioldgicos (espécie,
linhagem e contaminagdo bacteriana) afetam o rendimento fermentativo mesmo de
leveduras relativamente novas, ainda em seu armazenamento, caso ocorra de forma
inadequada. Quedas na eficiéncia fermentativa alteram a estequiometria do processo,
ocorrendo maior formacdo de produtos secundarios (principalmente glicerol e acidos
organicos) e biomassa (Aquarone et al., 2001).

O processo de fermentacdo e producdo de etanol ndo € conduzido em completa
condicdo de assepsia, com a contaminacdo bacteriana podendo estar presente, em teores
toleraveis. Segundo a literatura, as principais bactérias envolvidas nas provaveis
contaminacdes sdo os Lactobacillus e os Bacillus e, 0 aumento da formagéo de &cido latico
estd relacionado com esta contaminacdo bacteriana, que é um dos fatores predominantes
dentre aqueles que podem afetar a fermentacdo alcoolica (Aquarone et al., 2001; Nobre et
al., 2007).

Neste trabalho, foram analisadas e contabilizadas por Cromatografia Gasosa, apenas
a presenca de etanol durante o tratamento dos dados (Tabela VII), que mostra de forma
clara resultados compativeis com taxa de producdo de etanol observada nos hidrolizados
com H,SO, a 2,5% e 4% (variacdo 2), pois, estes sdo 0s Unicos a apresentar valores acima
de 50%, distanciando-se do percentual dos demais hidrolisados e proximos aos valores de
Jang 2012, que obteve conversdo de biomassa em torno de 21% com Saccharina japonica,
a partir de pré-tratamentos apenas com hidrolises acidas, 31,2% quando ocorreu adi¢éo da
enzima alfa-amilase Termamyl® e, 69,1% somente quando realizada hidrélise &cida e

Bacillus sp.
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Entretanto, ha outro fator relevante na diferenca destes resultados, é a formacao de

furfurais que s&o potentes inibidores do crescimento de S. cerevisiae, interferéncia

possivelmente observada também na amostra com H,SO,4 a 3,5%, quando esta apresenta

uma queda brusca dos valores observados a partir do 4° dia, rebaixando-a para indices

menores que as fermentagdes com concentragéo a 2,5% e 3%.

Tabela VII: Percentagem de conversao da biomassa de S. muticum em etanol.

Tipo de Hidrolisado

Taxa de conversao de biomassa

(%)
Enzimatico - celulase) 32,58
Acido - H,S042,5% 84,36
Acido - H,S043% 56,32
Acido - H,S0, 3,5% 59,18
Acido - H,S044% (Var. 1) 28,24
Acido - H,S044,5% 56,32
Acido - H,S045% (Var. 1) 48,27
Acido - H;S044% (Var. 2) 96,19
Acido - H,S045% (Var. 2) 57,84
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Conclusdes e Perspectivas Futuras

4.1. Conclusoes

De forma geral as extracdes de polissacarideos mostraram-se pouco relevantes para
a realizacdo das etapas seguintes, ja que os pre-tratamentos através de hidrolises acidas
resultaram de forma satisfatoria em relacéo a sacarificacdo de polissacarideos. Porém, nao
foi possivel verificar se estes ensaios teriam melhores resultados em diferentes condicGes

de temperatura.

Os teores de hidratos de carbono resultantes da sacarificagdo mostraram-se
variantes em relagdo as concentragdes de &cido sulfrico, porém, os resultados ndo foram
suficientemente conclusivos, dadas variacbes que podem ter ocorrido durante as
fermentacdes promovidas pelas condi¢bes ndo-septicas. Fator igualmente relevante para os
baixos indices de conversdo de biomassa e producdo de etanol observado com o uso da

celulase, provavelmente devido a sua baixa atividade catalitica.

Entretanto, mesmo com estas interferéncias, as sacarificacbes efetuadas com acido
sulfurico em Sagarssum muticum, mostraram-se promissoras e de rendimento viavel para a
producdo de bioetanol, pois, apresentaram rendimento acima de 50% na conversdo da
biomassa em etanol mesmo a baixas concentragfes de H,SO, sob fermentacdo com

Saccharomyces cerevisiae.

Esta utilizacdo poderia ser uma alternativa para promocdo da sustentabilidade, pois
viabiliza-se a utilizacdo desta alga como forma de mitigacdo do quadro ambiental atual,
instalado em territério nacional, onde a mesma apresenta comportamento invasor e

prejudicial as algas naturais do litoral portugués.
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4.2. Perspectivas Futuras

Apesar do principal objetivo do trabalho ter sido atingido pois foi possivel etanol a
partir de S. muticum, trabalhos futuros podem ser considerados a partir de melhorias a
serem realizadas. A citar, a verificacdo da influéncia de novas condi¢cdes de temperatura
sobre o nivel de sacarificacio e utilizacdo de celulases com maior atividade enzimatica. E
indicado também, que se realizem novos testes com fermentacdes “mistas”, ou seja, sobre

influéncia consecutiva destes dois fatores — acido e enzimatico.

Por fim, as analises por HPLC, podem mostrar-se mais conclusivas a partir da
utilizacdo de colunas que identifiguem tanto aclcares quanto as hexoses acidas esperados
na composicdo do S. muticum, podendo revelar altos indices de producdo de etanol

futuramente.
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1,2

Teor de Etanol (%)
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Anexo A: Gréafico do teor de etanol dos hidrolisados com H,SO,4 3%, 4,5% e 5%.
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Anexo B: Grafico da evolugdo da percentagem (%) diéria de producéo de etanol em cada amostra utlizada em fermentacéo.
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Anexo C: Tabela de procedimentos realizados durante o pré-tratamento e fementacao dos hidrolisados.

Pré-tratamento AcuUcares (mg/mL) Teor Obtido no fermentado
Tipo de Hidrodlise Temperatura Totais Glucose+Galactose Etanol (W/W) %
Enzimatica
Celulase 40°C 180 4,34 0,41
Acida
Variagédo 1(100°C | 1h)
H,SO,4 a 2,5% 62,5 26,33 1,44
H,SO,4 a 3% 50 22,06 0,96
H,S0,4 a 3,5% 37,5 18,09 0,82
H,SO,4 a 4% 1o0°c 50 9,65 0,48
H,SO,4 a 4,5% 62,5 7,40 0,96
H,SO,4 a 5% 50 28,99 0,83

Variagao 2 (115°C | 1h30)

H2SO4 a 4% 75 - 1,75

0
H2SO4 a 5% 115 75 - 0,99
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