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A soja na matriz energética: o biodiesel

Leonardo Martins Pereira (PG)

Programa de Pos-Graduagdo em Biocombustiveis/UFVIM-UFU *

Palavras Chave: Biodiesel; Politicas Publicas; Estado Socioambiental.

1 - Introducao \

A soja, ao que se sabe, é umas das leguminosas
mais importantes do mundo, originaria do leste da Asia, no
Brasil surgiu no Rio Grande do Sul, onde encontrou
condicdes climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento. O
trabalho também analisara a consolidacéo da soja no cerrado
brasileiro, o que levou o Brasil a se tornar um grande
produtor mundial da cultura.

Serd que a incorporacdo do biodiesel na matriz energética
brasileira, que tornou obrigatdrio a mistura de biodiesel no
diesel de petrdleo é o que fard a diferenga na viabilidade da
producdo do biodiesel ou serd que ndo sera necessario ou
recomendado um plano nacional desvinculado da Agencia
Nacional do Petr6leo? Hoje a lei determina a mistura de 7%
de biodiesel ao 6leo diesel, com a nova redacdo da Lei n°.
13.033/2014, dada pela Lei n° 13.263, de 2016, esse
percentual serd de 8% até um ano depois da edi¢do da lei e
chegara a 10% passados 36 meses de vigor da lei.

Como se sabe, a viabilidade técnica de processar o
petroleo pesado produzido na Bacia de Campos € limitada,
existe, a curto prazo, uma sélida possibilidade para se
introduzir o biodiesel na matriz energética brasileira, seja
como mistura ao diesel, seja como combustivel exclusivo ou
para a substitui¢do parcial do petréleo importado.

A introducdo de um combustivel renovavel na matriz
energética em substituicdo ao diesel mineral ndo pode ser
vista unicamente pela l6gica econdmica. Essa substituicdo
tem dimens6es estratégicas, contribuindo para amortecer 0s
impactos dos aumentos de preco internacional do petréleo,
devido a causas estruturais e conjunturais do setor, bem
como pode ser utilizado como um instrumento de politicas
publicas que resultam em melhor qualidade de vida nas
cidades e no campo, uma vez que pode representar
alternativa de emprego e renda para setores ainda hoje
marginalizados dos processos econémico e produtivo, como
€ 0 caso da agricultura familiar.

2 - Material e Métodos |

O presente trabalho visa analisar a sojicultura, ou

seja, a soja e a agroindustria, mais especificamente a

possibilidade e a viabilidade da introdu¢do da soja na matriz
energética brasileira.

Assim, sera analisado a soja, a planta, seu cultivo,

perspectiva nacional e internacional, seu preco, custo e a

possibilidade do seu processamento e a producdo de
biodiesel.

3 - Resultados e Discussao

O Brasil possui condicbes de solo e clima para
producdo de oleaginosas em todo territério, tanto pode ser
de culturas nativas, caso do babacu, quanto cultivadas,
como a mamona e o dendé. Outra possibilidade sdo as
culturas que ja estdo estabelecidas, caso da soja. Além das
condicdes de producdo de oleaginosa, a tecnologia de
obtencdo de 6leo de soja esta presente em todas as regides
do pais.

A soja ndo € a op¢do mais atrativa para producéo
de biodiesel, no que concerne ao custo de producéo do seu
6leo, quando comparada com outras oleaginosas, como se
pode ver na Tabela 3. Entretanto, a escala de producdo, as
opcBes de conversibilidade do produto e a forma como esta
estruturado o seu complexo, colocam o biodiesel de soja
como uma alternativa a ser fortemente considerado.

Tabela 1. Estimativa do potencial em dleo por heclare de algumas oleaginosas.

Rendimento do  Conteddo de dleo  Potencial de dleo Usa de terra
Matéria prima cultive (kg/hectare) considerado (%) (kg/hectare) (hectares/ton
de dleo)
Dendé (chco) 9479(%) 20 1896 05
Amandoim (em casca) 2018(%) 415 837 12
Milho {gréio) 3254(%) 6,5 21 47
Soja (grao) 2558(%) 18,5 473 2.1
Coco da baia (fruto) 3146(%) 57 1793 06
Algodio (carogo) 459(") 15 69 145
Mamona 643(") 46 296 34
Girassol 1342(**%) 48 644 16
Canola 1200(#) 42 504 2.0

(*)=calculado pela média de rendimento no Brasil entre 2000 @ 2004. Fonte, IBGE, 2006
(**)=middia Brasil safra 200304, Fonte: CONAB. Levantam. Fev 2005

(™ =¢calculado pela média dé réndimento no Brasil no ano de 2005, Fonle: IBGE, 2008
(%)=média de rendimentos no Rio Grande do Sul. GLOBO RURAL, 2006

Peso médio de coco da bala considerado=500g

O 6leo de soja é, somente, um dos componentes do
sistema produtivo da soja. Sua producdo é condicionada a
demanda do mercado externo de farelos e de tortas; no
mercado interno essa producdo concorre para O
abastecimento nacional de 6leos comestiveis, participando
da cadeia alimenticia da populacdo, que se apresenta estavel
conforme tabelas ja colacionados.

Os grandes grupos detém a capacidade de
esmagamento e a producdo de biodiesel. Atualmente
existem 52 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela
ANP para operagdo no Pais, correspondendo a uma
capacidade total autorizada de 20.310,11 m3¥/dia.

Segundo o boletim mensal do biodiesel da ANP,
existe ainda 2 novas plantas de biodiesel autorizadas para
construcdo e 1 planta de biodiesel autorizada para aumento
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de capacidade de producdo, 0 que representaria um
acréscimo de 9,87 % na capacidade atual. Nossa capacidade
mensal de producdo é de 609.303 m?® de Biodiesel,
entretanto a nossa producédo é de 271.388 m3 mensal, 0 que
significa um potencial de producdo de combustivel sem
necessidade de investimento em toda cadeia produtiva de
biodiesel.

A soja, como ja dito anteriormente, tem uma cadeia
produtiva bem estruturada, tanto no plantio, quanto na
tecnologias de producéo, ou seja uma cadeia bem definida e
moderna, com uma ampla rede de pesquisa que assegura
pronta solucdo de qualquer novo problema que possa
aparecer na cultura.

A producdo de biodiesel a partir da soja pode ter
uma estratégia de aproveitamento de parte da capacidade
nominal de esmagamento instalada no pais que se encontra
com mais de 40% de ociosidade. Para completar o processo
produtivo de biodiesel seria necessario incorporar as
unidades de transesterificacdo as plantas de esmagamento.
Isto significa que ndo alteraria a atual distribuicdo do
controle segmento agro-industrial, onde 50% sdo
controlados por quatro grupos econémicos.

Pasquis (2004) observa que as restricdes a entrada
de novas empresas estd levando a concentrar o controle do
setor de esmagamento em poder de grandes grupos
econdmicos internacionais. No caso de producdo do
biodiesel, esta tendéncia ndo deve mudar uma vez que é no
segmento de producdo de 6leo que repousa as melhores
oportunidades de melhoria futura da competitividade do
complexo soja.

No que se refere & sustentabilidade social, o
biodiesel de soja também ndo se apresenta sustentavel, uma
vez que em pouco alterara o perfil da ocupagdo de méao-de-
obra do complexo da soja. Cabe aqui lembrar que a
producdo de soja é uma atividade concentradora de renda e
socialmente excludente.

Com relacdo a geracdo de empregos, a opgao por
biodiesel de soja pode ndo ser a mais apropriada, sobretudo
quando comparada com outras oleaginosas, como a
mamona. Uma usina de beneficiamento de soja, com
capacidade de esmagamento de 2,5 t/dia, pode empregar 40
pessoas e 0 acréscimo de 2.500.000 t/ano, geraria em torno
de 11.000 empregos; enquanto a producdo de biodiesel de
mamona tem como meta prevista pelo Governo Federal para
2010 assentar 153 mil familias e gerar 1.350.000 empregos
em toda a cadeia produtiva do biodiesel. Essa meta é
resultado de uma projecdo da capacidade de producdo de
1.500.000 t/ano de biodiesel de mamona que permitird uma
mistura de até 5% ao diesel.

Dessa forma, tomando-se como referéncia a
mamona, o biodiesel de soja ndo tem sustentabilidade social.
Pode-se inferir que o biodiesel de soja tem sustentabilidade
estratégica duvidosa, visto que sua producdo tende a ficar
com grandes grupos econdmicos, em sua maioria,
internacionais.

O biodiesel de soja apresenta vantagens
competitivas com relagio a custo de producdo,
regionalizacdo e mercado internacional, mas sua producéo
apresenta dimensdes ambientais e sociais duvidosas, como ja
salientado.

A producdo de biodiesel pode representar uma
alternativa concreta para geracao de emprego e de renda no
campo, caso ocorra a promocdo e a inclusdo social de
agricultores familiares, ou seja, dependerd de politicas
publicas.

O Governo Federal, por meio do Programa
Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar
(Pronaf), considerando a importancia da agricultura familiar
e levando em conta as possibilidades do setor, devera
disponibilizar linhas de financiamento e de incentivos fiscais
para o cultivo de matérias-primas para combustivel
renovavel, beneficiando familias, que produziriam
oleaginosas para atender o0 mercado de biodiesel.

Sabemos que sera necessario novos estudos e
principalmente uma implementacdo de um plano de
governo, que viabilize efetivamente a industrializacdo da
soja, a producdo de biodiesel, ndo como um plano
subsidiario a Agencia Nacional de Petr6leo, mas como uma
revolucdo agroindustrial, incentivando o desenvolvimento
das regides produtoras, no caso os planaltos centrais do
Brasil, onde a soja tem um preco atrativo e pode gerar
emprego e renda.
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1 - Introducio

A cana de acUcar possui um ciclo de 5 anos,
apresentando um numero médio de 5 cortes, a
produtividade média ¢ aproximadamente 85 toneladas por
hectare, com rendimento em agticar de 138 kg por tonelada,
rendimento de etanol de 82 litros por tonelada e balanco
energético de 1:9,3 (BRASIL, MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,
2014)". Possui a torta de filtro como um dos residuos
provenientes do processo de clarificagdo do acucar,
composto pela mistura de bagaco moido e do lodo da
decantagdo, sendo que para cada tonelada de cana moida,
sdo produzidos cerca de 30 a 40 kg de torta (Santos et al,
2010).

De Almeida Junior et al (2011)2 avaliaram os
efeitos da aplicagdo de doses de torta de filtro e de
fertilizante mineral sobre os atributos quimicos do solo para
determinar qual a melhor combinag¢do dessas fontes na
producdo de massa seca de cana de aglcar e observaram
que a aplicagdo de torta de filtro promoveu uma melhoria na
fertilidade do solo, sendo que as plantas responderam
favoravelmente a adubagao.

Portanto, percebe-se que a utilizagdo da torta de
filtro na adubagdo da cana de acucar pode ser uma forma de
destinacao desse residuo além de trazer beneficios para a
cultura, com isso o objetivo do trabalho foi avaliar a
produtividade, a partir de pardmetros biométricos, da cana
de agucar submetida a adubagdo com torta de filtro.

2 - Material e Métodos

O ensaio experimental ocorreu na Fazenda Sao
José — Usina CMAA Vale do Tijuco da Cooperativa
Mineira de Alcool e Agticar, no municipio de Prata — MG,
com o cultivo da variedade de cana-de-agticar RB 92579. A
area amostral do delineamento com a cana-de-agucar foi
dividida em 24 blocos casualizados com trés metros entre
si. Cada bloco composto por cinco linhas de 10 metros de
comprimento com espagcamento entre si de 1,5 metros.
Neste delineamento foram realizados seis tratamentos: 50%
(T1), 100% (T2), 150% (T3), 200% (T4) de porcentagens
de torta de filtro enriquecida, sendo a dosagem de torta de
filtro definida pelo teor de NPK necessario para cultura da
cana, baseado na dosagem utilizada pela usina além do
controle negativo (C-), sem adubacgao e do controle positivo
(C+), com adubagdo quimica de NPK, recomendado pela
usina, com quatro repeticdes para cada tratamento. A

aplicacdo do adubo a base de torta de filtro foi realizada no
momento do plantio, apds seis meses do plantio e apds o
primeiro corte da cana-de-actcar equivalendo a um ano,
totalizando 3 aplicag¢des do organomineral.

A medida do didmetro foi realizada com a
utilizagdo de um paquimetro no ter¢o médio do colmo. O
comprimento médio dos colmos afere-se com auxilio de
uma trena e o numero de colmos por hectare foi estimado
pela contagem dos colmos totais da parcela ou das trés
linhas centrais. Utilizando os dados obtidos e considerando
densidade igual a 1 utilizou-se a metodologia sugerida por
Martins e Landell (1995)° na qual: TCH=D* x C x H x
(0,007854/E) em que; D= didmetro de colmos (cm);
C=ntimero de colmos por metro linear; H= comprimento
médio de colmos (cm); E=espacamento entre sulcos (m). Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(Teste F) e, quando significativo, as médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

3 - Resultados e Discussao

Os resultados demostram que os diferentes tipos de

adubagdo aplicado no cultivo da cana-de-agucar variaram
significativamente para os parametros registrados (Tabela
1).
Tabela 1 — Variaveis biométricas* para cultivar de cana-de-
agucar RB 92579 submetida a diferentes concentragbes de
adubagdo com Lodo de Esgoto, com 10 meses de idade, 1°
corte, safra 2015/2016.

Tratamentos Didmetro Altura N° TCH
mm cm Colmo t.ha’
Fonte
C- 27,59a 13,53a 10,41a 56,17a
C+ 28,15a 15,93b 10,18a 67,29b
T1 28,10a 14,60c¢ 10,68a 64,52b
T2 28,43a 14,52a,c 11,08a,b 67,15b
T3 28,64a  14,53a,c 10,71a 66,89b
T4 33,87b 15,61a 11,67b 109,43¢

*Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna, para
cada atributo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.

Os diametros do colmo das plantas foram
superiores quando adicionado um valor nutricional referente
a torta de filtro a 200% (F = 19,694; gl = 5; p = 0,000). De
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acordo com a analise feita no comprimento do colmo o
controle positivo foi o que teve um maior desenvolvimento,
diferindo significativamente com os tratamentos T1, T2 e
T3 (F=10,018; gl=5; p=0,000). Entretanto, o tratamento T4
com 200% de torta de filtro apresentou média semelhante
ao controle positivo.

O ntmero de colmos industrializdveis também
apresentou diferenca significativa entre as fontes de
adubacao (F=7,441; p=0,000), obtendo maiores valores o
tratamentos com torta de filtro a 200% (T4).

Figura 1. Analise de variancia dos parametros biométricos
avaliados na cultivar de cana-de-agiicar RB 92579, 92579
submetida a diferentes concentracdes de adubac¢do com
Torta de filtro enriquecida, com 10 meses de idade, 1°
corte, safra 2015/2016. (DC: diametro do colmo; CColmo:
altura de comprimento de colmo; Perfilhos: n° de colmo
industrializaveis).

O tratamento que apresentou os melhores
resultados estimados de produtividade de cana, ou TCH, foi
o com adubacdo com torta de filtro a 200% (T4), com
109,43 t ha-1, seguido pela adubagdo del00% (T2), com
67,15 t ha-1. Ja o tratamento que obteve o menor valor de
TCH foi controle negativo, com 56,17 t ha-1 (Tabela 1). Os
resultados demonstram que houve diferenga significativa
entre as fontes de adubacdo (F=26,268; gl=5; p=0,000),
onde o tratamento T4 foi diferente de todos os demais e os
tratamentos T1, T2 e T3 ndo diferiram significativamente
do controle positivo com adubagdo quimica (Figura 2).

Figura 2. Estimativa de produtividade da cultivar de cana-
de-acticar RB 92579 submetida a diferentes concentragdes
de adubag@o com Torta de filtro enriquecida, com 10 meses
de idade, 1° corte, safra 2015/2016 (TCH: Tonelada de
Cana por Hectare estimada).

Os dados obtidos neste estudo corroboram com os
resultados encontraram por Santos et al (2010)*, os quais
avaliaram o crescimento vegetativo ¢ a produtividade da
cana de agucar, em fun¢do da adubagdo com torta de filtro
enriquecida com fosfato solivel e obtiveram que a
produtividade de colmos e o perfilhamento foram
influenciados pelas doses de torta de filtro, além de ndo
alterarem a qualidade do caldo da cana, ao avaliar o Brix.
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1 - Introduciao

Nas Ultimas décadas, a filogeografia, que estuda os
padrbes intraespecificos de distribuicdo da variabilidade
genética, com base na relacdo entre a genealogia e a
distribuicdo geografica da espécie, tem ganhado espago em
pesquisas na area da biologia evolutiva (1).

As variabilidades genéticas intra e
interpopulacional podem ser analisadas mediante
investigacdo do polimorfismo de proteinas e de sequéncias
de DNA (2). Para isso, marcadores moleculares para
estudos populacionais e filogeograficos que sejam
altamente polimdrficos e com altas taxas de mutacfes sdo
cada vez mais requeridos.

Existe uma preferéncia por DNA de organelas,
pois sdo geralmente haploides, com herangca materna. Para
0 DNA nuclear, espagadores de sequéncias transcritas sdo
muito Gteis e, geralmente, se apresentam bastante
informativos.

Portanto, o presente estudo teve por objetivo
investigar a diversidade genética de progénies de macatba
(Acrocomia aculeata) por meio da analise de polimorfismos
individuais gerados pela amplificacdo de regides ITS,
mediante aplicagdo da técnica de PCR.

2 - Material e Métodos

Amostras de folhas de 42 progénies de A. aculeata
provenientes de individuos de populagdes nativas foram
cedidas pelo coordenador do Banco Ativo de Germoplasma
da Macalba (BAG-Macauba repositorio
#:084/2013/CGEN/MMA), o Prof. Sérgio Yoshimitsu
Motoike. Apo6s a coleta elas foram armazenadas em sacos
plasticos devidamente etiquetados e acondicionados
inicialmente em caixa com gelo, e posteriormente em
freezer a -80 °C.

O BAG estéa localizado na fazenda experimental da
Universidade Federal de Vigosa no municipio de
Araponga/MG (20°40°1"S, 42°31°15”W). Suas progénies
sdo provenientes de sementes coletadas nos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Paraiba e
Rio Grande do Norte.

Tabela 1. Identificacdo, procedéncia, latitude, longitude,
altitude (Alt.) e nimero de plantas por progénie (Nip)
coletadas do banco de germoplasma de macatba.

Identificagio Procedéncia

BGPY Piranga

BGPI0  Montes Claros

BGPI7  Pereirinhas - Entre Rios de Minas
BGP22  Abaeté - Cedrodo Abacté

BGP4T  SioPaulo

BGP49  Bocaidva

BGP33  SIDR - Lavras antes trevo de tumirim
BGPTI  Antes de Ibid - Serra do Salitre

BGP74 Ponte na BR 040 perto do acesso 62
BGPT7 Entre Nova Serrana - Conceigo do Pard
BGPI02  Mato Grosso do Sul

BGPI0S  Mato Grosso do Sul

BGPII2  Macaiba

BGPI23  Paraiba - - - 35,326,
Total 4

As amostras foliares armazenadas foram
submetidas ao protocolo de extracdo de DNA descrito por
Lanes et al. (2009) (3).

As amostras de DNA total obtidas foram
quantificadas em espectrofotdbmetro por meio das leituras
de absorbancia em 260 nm e 280 nm e a qualidade foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, corado
com brometo de etidio, submetido a uma tensdo de 120 V
por cerca de 1h. As amostras foram diluidas em solugdes de
trabalho para concentracéo de 25 ng/pL.

Para a amplificacdo da regido ITS dos genes
nucleares de DNA ribossomal 18S-26S utilizou-se o par de
oligonucleotideos iniciadores ITS 2 e ITS 5 (WHITE et al.,
1990). A reacdo de amplificacdo foi realizada em volume
de 25 pL com 4,0 uL de DNA, MgCl, 2,0 mM, 0,5 uL de
desoxinucleotideos, 1,0 pL de cada iniciador, tampdo 10x e
0,5 U de enzima Taq DNA polimerase. A reacdo de PCR
foi realizada em termociclador My Cycle-BioRad com uma
etapa inicial a 94 °C por 5 min, 35 ciclos compostos por 3
etapas: 94 °C por 45 seg, 61 °C para pareamento dos
oligonucleotideos iniciadores, por 30 seg e 72 °C por 2 min
para a extensdo da cdpia. Uma etapa final a 72 °C por 7 min
foi adicionada ao programa.

A amplificacdo mediada pela reacdo de PCR foi
analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5 %, em
tampédo TAE 1X (Tris-acetato, EDTA, pH 8,0), corado com
brometo de etideo e visualizado sob luz UV, em
transiluminador (Loccus Biotecnologia Transluminator L.
Pix).

3 - Resultados e Discussao

A extracdo do DNA total a partir das folhas das 42
progénies de 4. aculeata foi realizada com sucesso.

A integridade do DNA ¢é fundamental para o
processo de amplificacdo por PCR, bem como, para a
reprodutibilidade dos produtos obtidos (4). Com base na
qualidade das sequéncias ITS obtidas, foi possivel

Latitude  Longitude
WIS MPIL0IW 679

Alt. (m) _Nip

20040320 (4812°09.6W 995
190715.9°S M5STP40W - %91
WIS 050°46.336°W 399 ]

315,307,338
116,3.34339

324336337
37,3183
325329340

2D48°S 05753300
ALY 5610056 - 3

]
]
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3
3
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distinguir geneticamente as progénies estudas. Das 42
amostras analisadas, 24 apresentaram bandas reprodutiveis
para os iniciadores ITS 2 e ITS 5 (Figura 1). A auséncia de
bandas nas demais amostras é um indicio de tratar-se de
individuos muito distintos dos demais, pois 0s iniciadores
ITS 2 e ITS 5 reconhecem e amplificam sequéncias
especificas de DNA. Logo, os polimorfismos gerados
resultaram da divergente constituicdo de nucleotideos das
amostras analisadas.

Figura 1. Analise por eletroforese em gel de agarose 1,5%
das 42 progénies analisadas por PCR, com os iniciadores
ITS 2 e ITS 5. Onde M representa 0 marcador de peso
molecular.

Das amostras que exibiram bandas de
amplificacdo, apenas duas diferiram das demais. A maioria
das amostras apresentaram semelhante padrdo, com a
presenca de uma banda. A amostra 2.35 apresentou duas
bandas reprodutiveis. Por sua vez, a amostra 2.31 divergiu
de todas as amostras analisadas, quanto a sua constitui¢do
genética ao apresentar trés bandas nitidas, sendo uma das
bandas mais destacada.

Os padr@es polimdrficos observados na analise das
progénies revelaram que, embora ocorram em populacdes
diferentes, alguns individuos mostraram-se  menos
divergentes do que observado entre individuos da mesma
populacéo.

A menor divergéncia genética entre as progénies
de diferentes regibes pode estar relacionada a questfes
ecologicas, principalmente se as regides forem
geograficamente proximas (5). E, permite inferir que as
pressdes evolutivas a que foram divergentemente
submetidas, ndo foi suficiente para promover a supressao de
semelhangas genéticas que as aproximam.

Os polimorfismos observados permitiram inferir,
ainda, que ocorreu contato secundario entre populacdes que
permaneceram isoladas no passado, uma vez que, observa-
se a presenca de individuos geneticamente distintos em um
mesmo espaco geogréafico (regido ou acesso).

Entende-se que, fatores como a endogamia, deriva
genética ou selecdo podem alterar a frequéncia de certos
alelos e ocasionar a formacg&o de grupos divergentes dentro
das populacGes (6).

De maneira inversa, 0 acesso BGP74 apresentou
similaridade genética entre todas as progénies analisadas
(2.24, 2.36 e 2.37). Ou seja, esta regido ndo apresentou
variabilidade genética entre as progénies que nela ocorrem.

Esta auséncia de variabilidade genética pode estar
relacionada a ocorréncia de barreiras geograficas naturais,
como serras, que podem levar a uma maior distancia
genética entre populagdes (5). E, podem limitar o fluxo
génico da populacéo.

Dessa forma, fatores como o tamanho
populacional, sistema de reproducéo, fluxo génico e habitat
influenciam na distribuicdo da variacdo genética inter e
intrapopulacional.

As dissimilaridades moleculares observadas
podem justificar e ter contribuido para as diferencas
morfolégicas entre os individuos, o que fundamenta
sistematizar a espécie Acrocomia aculeata em subespécies.

Destaca-se que, a classificacdo e o conhecimento
detalhado de determinada espécie permitem que seu
potencial seja explorado pelo homem. No caso das plantas
em processo de domesticacdo, como a macalba, este
conhecimento é extremamente importante, uma vez que
fundamentard os programas de melhoramento genético da
espécie.

4 - Conclusoes

Os resultados encontrados confirmam a existéncia
de elevada diversidade genética entre e dentro de
populagbes de Acrocomia aculeata. O que reforca a
necessidade de subdividir a espécie.
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Introducao \

Devido ao aumento da poluicdo ambiental causado
pelo uso de combustiveis fosseis, somado a
escassez futura dessa matéria-prima, o biodiesel
vem chamando atengdo mundial.? Além de ser uma
fonte renovavel, apresenta propriedades similares
ao combustivel derivado do petréleo. Com o
aumento na sua produgéo, aumenta
consequentemente a formagédo do seu subproduto,
o glicerol. Esse subproduto derivado da reagéo, é
improprio para o consumo industrial, o que se torna
um problema no mercado. Afim de reverter essa
situagcdo alguns pesquisadores vém encontrando
alternativas para o consumo do glicerol. Desta
forma, o objetivo do presente trabalho foi empregar
o glicerol bruto como reagentes na sintese de cetais,
0s quais sdo importantes grupos protetores de
carbonilas de aldeidos e cetonas e importantes
intermediarios na sintese de tensosativos nao
idnicos, tais como, os monoglicerideos ou mesmo
utilizados  diretamente  como  aditivos de
combustivel.?

Resultados e Discussao \

Neste trabalho, o catalisador heterogéneo por nds
desenvolvido,® SiO>—SOsH, produzido a partir da
imobilizacdo de grupos sulfénicos em silica gel
previamente sintetizada a partir de areia de
construgao/ carbonato e posteriormente aquecida a
400°C durante 4h. O catalisador foi sintetizado pela
adi¢do de é&cido sulfurico a silica gel, sob agitacéo
durante 12h a t.a. Ambos, silica e catalisador, foram
analisados e determinados por técnicas analiticas,
tais como, isotermas de adsor¢cdo de nitrogénio
(BET), raios-X, IV, ATG e MEV/EDS. O indice de H*

(1.16 mmols H*/g) desta mistura catalitica foi
determinada por titulagéo potenciométrica.

As reagdes de formacdo dos cetais empregando
glicerol bruto, oriundo da transesterificacdo de
triglicerideos de oleos e gorduras residuais (0.5
mmol) com cetonas, tais como, ciclohexanona, 4-
metilacetofenona, propanona, benzofenona,
metiletiicetona (1 mmol) e SiO2-SO3H (25% m/m)
foram realizadas sob irradiacdo das micro-ondas
durante 5 min, em um meio reacional livre de

solventes (tolueno, cloroférmio, benzeno),
comumente empregados para reter agua, sub-
produto da reagdo e responsavel pela reagao

inversa de hidrolise do cetal. Vale ressaltar que a
reagdo ocorreu livre de solvente, a agua formada é
retida por adsorcdo pelo catalisador heterogéneo,
deslocando o equilibrio reacional na diregdo dos
produtos. Esta reagdo foi acompanhada por CCD,
utilizando como eluente uma mistura contendo
hexano e acetato de etila (6:4). Apds cada processo
reacional o catalisador foi lavado em éter dietilico,
seco a 200°C durante 2hs e reutilizado, se
mostrando efetivo em até 4 repetigdes.

A figura abaixo demostra alguns dos produtos por
nos sintetizados.

H o_ o

>
e mﬁ
OH \
r( i(
o
Figura 1: Cetais sintetizados a partir do glicerol bruto

Os rendimentos obtidos foram determinados por
CG/EM, variando de 50-98%.
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Conclusodes \

Este trabalho, além de apresentar uma nova
metodologia para a produc¢do de cetais, emprega o
glicerol bruto, um subproduto da transesterificagéo
de ftriglicerideos, como um excelente reagente e de
baixo custo. Vale ressaltar que alguns dos produtos
por nods sintetizados sédo importantes aditivos para
combustiveis ou mesmo podem ser aplicados como
intermediarios na sintese de monoglicerideos.
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Aplica¢ao da mistura catalitica, Si0>-SOzH, na sintese de di-metoéxi e tri-metoxi

éteres de glicerol, importantes aditivos para o biodiesel e o diesel.
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Palavras Chave: Catalisador heterogéneo, glicerol bruto, di-metoxi glicerol éter, tri-metoxi glicerol éter, aditivos.

1 - Introducio

Os compostos oxigenados (alcoois e éteres) sdo utilizados
como aditivos para gasolina, aumentando a octanagem de
motores de combustdo interna e reduzindo a polui¢do do ar,
assegurando uma combustdo mais completa do combustivel
nos motores. Enquanto isso, 0 uso desses compostos junto
ao diesel de petrdleo tem a fungdo de reduzir a emisséo de
gases nocivos (materiais particulados), bem como, a emisséo
de NOy. Os alcodis sdo menos interessantes, pois possuem
uma série de desvantagens, tais como: alta solubilidade em
agua, alta pressdo de vapor de Reid, alto calor latente de
vaporizagdo e uma baixo poder calorifico. Estes
inconvenientes resultam em problemas tais como:
diminui¢do do fluxo de combustivel, aumento da emisséo de
compostos volateis, partida fria, problemas de dirigibilidade
e baixo poder calorifico. Por outro lado, os éteres, além de
possuirem todos os beneficios dos alcodis, possuem um alto
grau de octanagem, aumentam a combustdo da gasolina e
reduzem as emissdes de CO.?

A eterificagdo do glicerol com metanol produzindo os
isoméricos mono-metoxi éteres de glicer6is (MMESG); 3-
metoxi-1,2-propanodiol e o 2-metoxi-1,3-propanodiol; os di-
metoxi éteres de glicerol (DMEsG); 1,3-dimetoxi-2-propanol
e 0 2,3-dimetoxi-1-propanol, assim como, o tri-metoxi éter
de glicerol (TMEG);1,2,3-trimetOxi propano, 0s quais S&o
utilizados como aditivos para biodiesel e o diesel de petréleo
s80 0s principais objetivos deste trabalho.

Neste trabalho um promissor aditivo oxigenado para a
gasolina e o diesel de petrdleo, composto pela mistura
MMEsG, DMEsG e TMEG foi sintetizado. Vale ressaltar,
que entre as vantagens desta sintese, esta o baixo preco das
matérias-primas, ja que o metanol é muito mais barato do
que o isobutileno ou o alcool #-butilico geralmente
empregado na sintese de aditivos, assim como, uma grande
quantidade de glicerol bruto foi por nds produzidos através
da reacdo da transesterificagdo dos triglicerideos com
metanol.

3 - Resultados e Discussao

Recentemente descrevemos a sintese e o emprego da
mistura catalitica, SiO,-SOsH em reagBes de eterificagdo.?
Nesta sintese utilizamos as seguintes proporcdes glicerol
bruto (10.00 mmols)/ MeOH (1.00 mol/ SiO,-SOzH (10%
m/m) em relacdo ao glicerol bruto (Figura 1).

HO OMe HO' OH
/Y\ R /\I/\

OH OMe

{(MMesG)

e Mel OMe
—/ﬁ/\ +

CH OMe oH
[DMesG)

Figura 1. Sintese dos diferentes éteres.

A mistura foi adicionada em um bal&o de fundo redondo
de 2 bocas (250 mL) e mantida em refluxo a temperatura de
70 °C durante 6 h sob condigdo de pressdo atmosférica.
Apos esse periodo a mistura foi filtrada a fim de reter o
catalisador solido, o qual foi lavado em hexano e transferido
a uma estufa mantida a 150 °C por 2 h, em seguida foi
armazenado em um dessecador, até ser utilizado novamente
em um novo processo de sintese. A mistura de produtos foi
extraida em cloroférmio e solucdo saturada de NaCl, seca
em MgSO, e rota-evaporada a fim de eliminar o solvente
utilizada na extragdo. O rendimento total da mistura foi de
18.15% MMESsG, 31.40% DMEsG e 50.41% de TMEG
(CG/EM), confirmando total converséo do glicerol bruto nos
respectivos éteres.

O emprego do SiO»-SO3H, na formagdo de uma mistura
dos éteres glicerdlicos, MMEsSG, DMEsSG e do TMEG,
ocorreu com total consumo do glicerol bruto de partida,
demonstrou ser um método muito efetivo e de fécil trabalho
pratico. Vale salientar que neste processo nédo foi verificado
a formacdo de sub-produtos oriundos da polimerizacdo do
glicerol, demonstrando que a mistura catalitica, possui uma
alta afinidade ao glicerol, ficando este retido em seus poros e
0 metanol sendo escoado o tempo todo para seu interior,
proporcionando a reacdo de eterificagfo assimétrica.

4 - Agradecimentos

Agradecimento & FAPEMIG pelo apoio financeiro.

5 - Bibliografia

'Chang, J-S.; Lee, Y-D.; Chou, L. C-S.; Ling, T-R. Chou, T-
C. I&EC research 2012, 51, 655-661.

2Barbosa, S. L.; Ottone, M.; Santos, M. C.; C. Junior, G.;
Lima, C. D.; Clososki, G. C.; Lopes, N. P.; Klein, S. I
Catalysis Communtions 2015, 68, 97-100.

UBERLANDIA - MINAS GERAIS
13 DE NOVEMBRO DE 2016



II WORKSHOP DO NUCLEO DE BIORREFINARIA DA REDE MINEIRA DE QUIMICA
& I WORKSHOP DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCOMBUSTIVEIS

DA UFVJM-UFU

AVALIACAO DA MIRMECOFAUNA EM CANA—QE-AC}UCAR SUBMETIDA A
ADUBACAO COM BIOSSOLIDO

Narcisa Silva Soares (PQ) ", Carlos André Gongalves (PG/PQ)*", Reginaldo Camargo (PQ) *¢, Milene
Nunes Carvalho (PQ)°, Robson Thiago Xavier de Sousa (PQ)*

“Programa de Pés-Graduacdo em Biocombustiveis/UFU-UFVJM, "Instituto Luterano de Ensino Superior de
ITtumbiara/ILES/ULBRA, “Departamento de Ciéncias Agrarias/UFU, “Companhia Mineira de Agiicar e Alcool-Vale do
Tijuco *(carlosag@outlook.com.br)

Palavras Chave: biossolido, cana-de-agucar, formigas

1 - Introducio

O uso agrondomico do lodo de esgoto tem se
mostrado como uma tendéncia mundial. Estudos revelam
que o seu uso traz beneficios as culturas em fungdo do
fornecimento de nutrientes, promovendo o aumento ou a
manutengdo dos niveis de fertilidade do solo
(ALBURQUERQUE et al., 2015)". A reciclagem agricola
do lodo de esgoto destaca-se por reduzir a pressdo sobre a
exploracdo dos recursos naturais envolvida na producdo de
fertilizantes e os custos decorrentes dos insumos agricolas
nos sistemas produtivos. Além disso, evita a adogdo de
outros métodos de descarte do lodo de esgoto, como
incineracdo e deposi¢cdo em aterros sanitarios, minimizando
assim o impacto ambiental (QUITANA, CARMO, MELO,
2011)%

Entretanto, ainda n3o se conhece a agdo do
biossolido sobre a fauna presente nos canaviais, podendo
afetar ndo apenas a fauna prejudicial como também a
diversas outras populacdes de artropodes benéficos; muitos
destes, importantes agentes de controle natural, como as
formigas, que desempenham diversos papéis num
ecossistema, e respondem relativamente rapido as
alteracdes ambientais.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
adubacdo com o Lodo de Esgoto (LE) enriquecido com
NPK (Nitrogénio, Fosforo e Potéssio) aplicados na cultura
de cana-de- agucar sobre a mimercofauna de solo,
verificando a influencia dessa adubagdo na riqueza e
abundancia de formigas.

2 - Material e Métodos

O ensaio experimental foi conduzido na Fazenda
Sdo Jos¢ — Usina CMAA Vale do Tijuco da Cooperativa
Mineira de Alcool e Aglicar, localizada no municipio de
Prata — MG. O delineamento utilizado foi divido em 24
blocos casualizado, sendo seis tratamentos com quatro
repetigdes: controle negativo sem adubagdo, controle
positivo com adubagio quimica de NPK recomendado pela
usina, quatro tratamentos com o biossolido em
concentragdes de 50%, 100%, 150% e 200% (L1, L2, L3 e
L4, respectivamente) enriquecido, a dosagem do Lodo de
Esgoto (biossolido) foi definida pelo teor de NPK
necessario para cultura da cana, com base na dosagem
utilizada pela usina.

A aplicagdo do adubo a base do Lodo de Esgoto
foi realizada no momento do plantio da cana-de-actcar,
apds 6 meses do plantio e apds o primeiro corte da cana-
de-acucar equivalendo a um ano, totalizando 3 aplicacdes
do organomineral no solo.

Diferentes métodos de coleta foram utilizados para
coleta dos formicideos (pitfall; armadilhas de superficie;
armadilhas de subsolo), sendo distribuidos 12 pontos de
amostragem para cada tratamento. As armadilhas
permaneceram no campo por sete dias. Os individuos
coletados foram mantidos em recipientes que continham
alcool 70%, devidamente etiquetados, para identificagdo no
laboratorio de pesquisa do ILES/ULBRA utilizando a chave
de identificacdo para subfamilias e géneros de Baccaro et
al. (2015)°. A abundancia e a riqueza de formigas entre os
tratamentos foram analisados por ANOVA (Systat 10.2).

3 - Resultados e Discussao

Foram amostrados 1868 individuos da familia
Formicidae, classificados em apenas 5 morfoespécies e
distribuidas em 3 subfamilias e 4 géneros. Os individuos
amostrados foram distribuidos em 125 individuos no
controle positivo (C+), 150 no controle negativo (C-), 284
no LE 50% (L1), 312 no LE 100% (L2), 320 no LE 150%
(L3) e 677 no LE 200% (L4). Observa-se que em todos os
tratamentos com LE a abundancia de formiga foi superior
aos controles, com destaque para L4 com 36% dos
individuos amostrados.

A subfamilia Myrmicinae apresentou a maior
riqueza observada com 3 morfoespécies: Pheidole spl,
Pheidole sp2 e Monomorium sp, enquanto que a subfamilia
Dolichoderinae apresentou apenas Dorymyrmex sp ¢ a
subfamilia Dorylinae apenas Acanthostichus sp. A espécime
Dorymyrmex sp foi a mais abundante e dominante em todos
os tratamentos, com maior frequéncia relativa no tratamento
L4 (Figura 1).

A dominancia da espécie Dorymyrmex sp
provavelmente ocorreu pelas caracteristicas do ambiente do
canavial. Essa espécie é caracterizada por construir ninhos
em solos, preferencialmente em lugares abertos regides
arenosas € com pouca coberta vegetal. S3o frequentes em
regides daridas, forrageiam pelo solo nos periodos mais
quentes do dia, se alimentam de insetos vivos (BACCARO
etal., 2015).
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A espécie a Pheidole sp 1 esteve presente dos
tratamentos L1, L2, L3 e C- (controle negativo). A espécie
Pheidole sp 2 foi exclusiva do C+ (controle positivo). A
espécies Monomorium sp foi exclusiva no tratamento
comaduba¢do do Lodo de Esgoto, sendo encontrada
somente no tratamento L2. A espécie Acanthostichus sp
também foi exclusivas dos tratamentos com adubacdo com
Lodo de Esgoto, sendo encontrada somente no tratamento
L1.

40,0

15,0 |
10,0
1l
0.0
C- C+ L1 L2 L3 L4

Tratamentos

W Monomorium

W Pheidole sp2

B Pheidole spl
Acanthostichus

B Dorymyrmex

Frequéncia relativa
=

Figura 1: Frequéncia relativa de espécie de formigas
coletadas em canavial sob a influéncia de adubagdo com
Lodo de Esgoto (biossolido), no municipio de Prata-MG em
abril de 2016. (C-: controle negativo sem adubagao; C+:
controle positivo com adubag@o quimica; L1: adubagdo com
biossolido 50%; L2: adubagdo com biossélido 100%; L3:
adubacdo com biossolido 150%; L4: adubagdo com
biossolido 200%)

A abundancia de formigas por tratamento foi
similar (ANOVA, F= 0,84; p=0,54), apesar do tratamento
L4 com maior dosagem de lodo de esgoto, apresentar uma
tendéncia de maior nimero de individuos, representado
pelo espécime Dorymyrmex sp (Figura 2).

A riqueza de formigas no canavial foi maior no
tratamento L1 com menor dosagem de adubagdo com
biossolido (ANOVA, F=4,04; p=0,01), demonstrando que o
uso do lodo de esgoto favorece a manutencdo da fauna de
formigas (Figura 2). Dados semelhantes foram encontrados
por Gabriel e colaboradores (2006)* em estudos com uso de
biossélido na cultura de milho, onde a diversidade de
formigas foram maiores nos tratamentos com dosagem de
12 e 24t/ha.

Esses dados reforcam os estudos de Silva et al.
(2010)° que também verificaram que o uso do lodo de
esgoto no cultivo da cana-de-aglicar proporcionou um
aumento na fertilidade do solo e na produtividade agricola
sem alterar as caracteristicas agro-industriais da planta.

Figura 2. Analise de Varidncia (ANOVA) relativa a
abundancia e riqueza de formigas coletadas em canavial sob
diferentes adubagdes com torta de filtro enriquecida, no
municipio de Prata-MG em marco de 2016. Letras iguais no
grafico indicam que ndo diferem em nivel de 5% pelo teste
de Tukey. (C-: controle negativo sem adubagdo; C+:
controle positivo com adubag@o quimica; L1: adubagdo com
LE 50%; L2: adubagdo com LE 100%; L3: adubagdo com
LE 150%; L4: adubacdo com LE 200%)

Portanto, conclui-se que a adubag@o a base de lodo
de esgoto favoreceu a permanega de espécies de formigas
benéficas para o ambiente, a exemplo da Acanthostichus sp
que representa uma espécie predadora especialista, a qual
pode auxiliar no controle de pragas.
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1 - Introducio

Com o aumento de producdo de agticar e alcool no
mundo, a expansao dos canaviais no Brasil passou a ser
notavel e predominante, pelo aumento da demanda e por ser
uma produgdo de baixo custo. E sabido que essa grande
atividade estd ligada a impactos ambientais negativos com
invasdo de areas de preservacdo ambiental agravados pelos
residuos liquidos e solidos da industria da cana-de-agticar
Dessa forma, ¢ preciso considerar novas inclusdes, e
mudangas na pratica agricola dessa cultura desde o plantio,
colheita, adubagdo, controles de praga sustentavel, em
busca de um ambiente mais sustentavel (BIANCHINI et al.,
2015)".

Em relagdo as mudangas como a adubagio
organica, desde 2003 se trabalha com a proposta de uso de
residuo da propria industria sucroalcooleira. Sabe-se que a
torta de filtro é um residuo composto da mistura de bagaco
moido e lodo da decantagdo, sendo proveniente do processo
de clarificagio. E um composto organico rico em calcio,
nitrogénio e potdssio, com composi¢do variante,
dependendo da variedade da cana e da sua maturacao.
(SANTOS DIEGO, 2010)°.

Entretanto, a adubagdo orginica pode causar
diversos efeitos no manejo de pragas, dependendo da
cultura agricola e suas respectivas pragas (BIANCHINI et
al., 2015)".

Neste sentido, ha a necessidade de analisar a
influéncia desse adubo na cultura da cana-de-agucar na
mirmecofauna presente no ambiente ao redor, pois a torta
de filtro pode possuir propriedades que podem atrair alguns
desses insetos pragas maléficos ao canavial. Fazendo com
que esse adubo cause problemas a plantagdo, maior despesa
para o produtor com uso de inseticidas e mais danos ao
meio ambiente. Em contrapartida, o uso desse
organomineral pode atrair insetos benéficos para controle
de outra praga nos canaviais, sendo entdo vantajoso para o
meio ambiente e plantagao.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
da adubacdo com torta de filtro enriquecida, aplicadas na
cultura de cana de aglcar sobre a mirmecofauna do solo.
Como objetivos especificos: a) verificar a influéncia dessa
adubagdo na riqueza e abundancia de formigas; b) comparar
o efeito das diferentes concentragcdes de adubagdo
organomineral com controle quimico, na diversidade de
formigas.

2 - Material e Métodos

O ensaio experimental foi conduzido na Fazenda
Sao Jos¢ — Usina CMAA Vale do Tijuco da Cooperativa
Mineira de Alcool e Aglicar, localizada no municipio de
Prata — MG, a area amostral do delineamento com a cana-
de-agucar foi dividida em 24 blocos casualizados, realizado
seis tratamentos com quatro repeti¢cdes: controle negativo
(C-) sem adubagdo, controle positivo (C+) com adubagdo
quimica de NPK utilizado e recomendado pela usina, 50%
(T1), 100% (T2), 150% (T3), 200% (T4).

A aplicacdo do adubo organomineral a base da
torta de filtro enriquecida, foi realizada no momento do
plantio da cana-de-agucar, apods seis meses do plantio, e
apods o primeiro corte de cana de acgucar, equivalendo a um
ano, totalizando trés aplica¢des do organomineral no solo.

Para cada tratamento foram utilizados trés métodos
de coleta para captura de formigas (pitfall, armadilha de
superficie e de subsolo). A coleta das formigas ocorreu
antes do primeiro corte da cana-de-acucar e apds duas
aplicagdes do adubo. As armadilhas permaneceram no
campo por sete dias. Os individuos coletados foram
mantidos em recipientes que continham alcool 70%,
devidamente etiquetados, para identificacdo no laboratoério
de pesquisa do ILES/ULBRA utilizando a chave de
identificacdo para subfamilias e géneros de Baccaro et al.
(2015)’. A abundancia e a riqueza de formigas entre os
tratamentos foram analisados por ANOVA (Systat 10.2)

3 - Resultados e Discussao

Foram coletados 1.438 formigas em todo
experimento, sendo 125 individuos coletados no controle
positivo (C+), 150 no controle negativo (C-), 344 no
tratamento 1 (T1), 218 no tratamento 2 (T2), 220 no
tratamento 3 (T3), e 381 no tratamento 4 (T4) (Figura 1).
Verifica-se que todos os tratamentos com torta de filtro
enriquecida apresentaram maior abundancia de formigas
quando comparado aos controles, destacando T4 com 27%
do total dos individuos e T1 com 24%.

As formigas amostradas foram classificadas em 6
morfoespécies distribuidas em 3 subfamilias e 4 géneros,
sendo elas a subfamilia Myrmicinae com 4 morfoespécies:
Pheidole spl, Pheidole sp2, Pheidole sp3 e Solenopsis sp, a
subfamilia  Dolichoderinae  apresentando a  espécie
Dorymyrmex, e a subfamilia Formicinae com a espécie
Acropyga sp (Tabela 1).
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Figura 1. Abundancia relativa de formigas presente em

cultivo de cana-de-agticar adubado com torta de filtro

enriquecida, no municipio de Prata-MG em margo de 2016.
(C-: controle negativo sem adubacdo; C+: controle positivo
com adubag@o quimica; T1: adubagdo com torta 50%; T2:
adubacdo com torta 100%; T3: adubagdo com tora 150%;
T4: adubacio com torta 200%).

Em cada tratamento encontrou-se frequéncias
diferentes para cada espécie sendo que a Dorymyrmex sp
esteve presente em todos os tratamentos, a Pheidole spl
esteve presente no tratamento 1 (T1), a Pheidole sp2 no
controle positivo(C+) e no tratamento 2 (T2), a Pheidole
sp3 no controle negativo ( C- ), a Solenopsis sp no
tratamento 4 (T4), e a Acropyga sp no tratamento 3 (T3) e
no tratamento 4 (T4) .

Tabela 1 — Morfoespécies de formigas e sua abundancia
absoluta presente em cultivo de cana-de-agticar adubado
com torta de filtro enriquecida, no municipio de Prata-MG
em margo de 2016. (C-: controle negativo sem adubacio;
C+: controle positivo com adubagao quimica; T1: adubagao
com torta 50%; T2: adubacdo com torta 100%; T3:
adubacdo com tora 150%; T4: adubagdo com torta 200%).

Taxons TRATAMENTOS
(Subfamilia (Abundancia absoluta) TOTAL
/Morfoespécie) C- C+ Tl T2 T3 T4
Dolichoderinae
SpDa’ymy””ex 147 119 303 218 184 361 1330
Formicinae
Acropyga sp - - - - 36 16 52
Myrmicinae ) ) 3 ) ) )
Pheidole spl 8
Pheidole sp2 - 6 33 - - 1 40
Pheidole sp3 3 - - - - - 3
Solenopsis sp - - - - - 3 3

Apesar dos tratamentos, com adubacdo com torta
de filtro enriquecida se mostrar mais favoraveis para
comunidade de formigas, ndo houve diferenga significativa
na abundancia (ANOVA, F= 0,85; p=0,54) e na riqueza de

espécie (ANOVA, F=1,20; p=0,35) quando comparado a
adubacao quimica e os demais tratamentos (Figura 2).

Figura 2. Andlise de Variancia (ANOVA) relativa a
abundancia e riqueza de formigas coletadas em canavial sob
diferentes adubagdes com torta de filtro enriquecida, no
municipio de Prata-MG em marg¢o de 2016. Letras iguais no
grafico indicam que ndo diferem a nivel de 5%. (C-:
controle negativo sem adubagdo; C+: controle positivo com
adubacdo quimica; T1: adubagdo com torta 50%; T2:
adubacdo com torta 100%; T3: adubagdo com tora 150%;
T4: adubagdo com torta 200%)

As espécies Acropyga sp, Pheidole spl e
Solenopsis sp foram exclusivas dos tratamentos com
adubacdo a base de torta de filtro, com destaque para a
primeira a qual é a espécie hipogéica dependente de
alimentagdo feita pelas cochinilhas presente nas raizes das
plantas (BACCARO et al., 2015)°. O uso da adubagio com
torta de filtro enriquecida em canaviais se mostrou com
influéncia positiva para mirmecofauna, favorecendo
espécies benéficas para o cultivo da cana-de-aglicar sem
alteracdo na estrutura da comunidade.

4 - Agradecimentos.

Agradecemos a CAPES, FAPEMIG, CNPq, UFU,
ILES/ULBRA e a Usina Companhia Mineira de Agucar e
Alcool — Vale de Tijuco (CMAA) pela sessio de maquinas,
equipamento, area de plantio e cultivar utilizada.

5 - Bibliografia

1BIACHIN], R. A; PISSINATO, T. R; CAMPOS, A. P;
MOREIRA, W. M. Q; RAMOS, M. H. C. Efeitos da Adubagao de
Plantas no Manejo de Pragas. Revista Fafibe on-line. v. 8, n. 1, p.
108 — 120, 2015.

2SANTOS, DIEGO. Produtividade de cana-de-agicar sob
adubacdo com torta de filtro enriquecida com fosfato soluvel.
Pesquisa Agropecudria Tropical, vol. 40, nim. 4, octubre-
diciembre, 2010, pp. 454-461

SBACCARO, F. B; FEITOSA, R. M; FERNANDEZ, F;
FERNANDES, I. O; IZZO, T. J; SOUZA, J. L. P; SOLAR, R.
Guias Para os Géneros de Formigas. ed. Inpa. Manaus, 2015.

UBERLANDIA - MINAS GERAIS
13 DE NOVEMBRO DE 2016

13



II WORKSHOP DO NUCLEO DE BIORREFINARIA DA REDE MINEIRA DE QUIMICA
& I WORKSHOP DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCOMBUSTIVEIS

DA UFVIJM-UFU

Avaliacio de meios de cultivo para a fermentacio alcoolica de D-xilose por
leveduras selvagens pré-selecionadas

Gabriela M. P. Barbosa (PG) ?, Philipe L. Brito (PG) ?, Angeliane Deane Reis (IC) °, Lilian A. Pantoja (PQ)
ab - Alexandre Soares dos Santos (PQ) **

“ Programa de Pés-Graduag¢do em Biocombustiveis / UFVIM; * Bacharelado em Ciéncia e Tecnologia — ICT /
UFVJM; ¢Departamento de Ciéncias Basicas — FCBS/UFVJM
*(alexandre.soares@ufvjm.edu.br)

Palavras Chave: fermentacdo alcodlica, bioetanol, xilose

1 - Introducio

A produgdo comercial do etanol lignocelulodsico €
possivel desde que alguns entraves tecnologicos sejam
superados, como o baixo rendimento na conversdo da
matéria-prima em bioetanol e o custo de producdo
elevado'. O principal aglcar presente na hemicelulose é a
D-xilose, uma pentose?. A sele¢do e o melhoramento de
leveduras fermentadoras de pentoses tém estado entre as
abordagens utilizadas para o aumento da eficiéncia do
processo fermentativo®. Analisar e compreender o
comportamento dos  micro-organismos durante o
metabolismo das pentoses sdo fatores relevantes para se
obter melhores rendimentos e produtividade em etanol.

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo
avaliar o comportamento de leveduras selvagens pré-
selecionadas na fermentagdo alcoolica de xilose frente a
meios sintéticos com diferentes formulagdes.

2 - Material e Métodos

As duas linhagens de leveduras, R10 e R150, utilizadas
neste trabalho fazem parte da colecdo microbiana mantida
pelo LabBBio/UFVIM. As culturas foram reativadas em
meio YEPM, constituido de 3,0 g L' de extrato de
levedura, 3,0 g L-! de extrato de malte, 5,0 g L' de peptona
de soja, 10 g L'! de glicose e 15 g L' de 4gar-agar. Foram
realizados ensaios para avaliar o potencial fermentativo
das linhagens empregando quatro meios sintéticos com
diferentes formulag¢bes. Os ensaios foram realizados em
triplicata utilizando os meios propostos por Bellido et al. !
(D-xilose 20 g L', Glicose 35 g L-!, Extrato de levedura 10
g L1, Peptona 20 g L, (NH4),SO, 0,47 g L', KH,PO,
12,8 g L', Na,HPO4 0,51 g L', MgSO04.7H,0 0,47 g L),
Silva et al 3 (D-xilose 30 g L', Glicose 15 g L-!, Extrato de
levedura 3,0 g L', Ureia 2,3 g L', MgS04.7H,0 1,0 g L"),
Fu et al. * (Glicose 10 g L', Xilose 10 g L', Extrato de
Levedura 0,5 g L', (NH4)2SO4 2,0 g L', KH,PO4 2,0 g L1,
MgS0..7H,0 1,0 g L1, MnSO4 0,1 g L) e Oliveira ° (20,0
g L' de D-xilose, 1,25 g L' de ureia, 1,1 g L-' de KH,POs4,
2,0 g L't de extrato de levedura e 40 mL L-! de solugédo de
micronutrientes). O inodculo foi preparado utilizando o
meio proposto por Oliveira °, seguindo incubagdo por 48h

a 30 °C e agitagdo de 150 rpm. Apods o tempo de
incubagdo, as células foram recuperadas por centrifugagdo
e ressuspensas em agua destilada estéril até a concentragdo
de 1 D.O. a 600 nm. O indculo foi realizado na proporgao
de 1/10 (v/v) em todos os quatro meios avaliados, seguido
de incubag@o nas mesmas condigdes do preparo do indculo.
O processo fermentativo foi monitorado a cada 4 horas,
onde a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi recolhido para analise de
acucares e as células foram ressuspensas em agua destilada
estéril para a leitura de D.O. a 600 nm. Apds constatar o
término do consumo de agucar, o ensaio fermentativo foi
interrompido e a concentragdo de etanol foi determinada.
A dosagem de aglcares redutores (AR) foi
realizada pelo método do 4cido dinitrosalicilico (DNS)°. Ja
o teor de glicose foi determinado por método enzimatico-
colorimétrico com uso do Kit GLICOSE PP (Trinder da
empresa ANALISA). Para a dosagem de etanol utilizou-se
o método espectrofotométrico apds oxidacdo do etanol com
dicromato de potassio em solugéo de 4cido sulfurico’.

3 - Resultados e Discussao

As duas linhagens de levedura mostraram-se
capazes de produzir etanol, inclusive em meio de cultivo
contendo apenas xilose como fonte de carbono. Foi
possivel observar diferenca significativa nos valores de
produgdo, rendimento (Yps) e produtividade volumétrica
(Qr) obtidos para os diferentes meios testados e para as
duas linhagens de levedura analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros fermentativos.

Levedura Meio Etanol g L! Yess Qr
1 0.61+0,04@  0.04+0,00@  0.01+0,00@
R10 2 6.54+0,03®  0.17+0,00®  0.05+0,00®
3 0.70+0,08@  0.03+0,00©  0.01+0,00@
4 4.4840,01®  0.11£0,00©  0.03+0,00®
1 0.71£0,05©  0.04+0,00@  0.01+0,00®
R150 2 5.78+0,20®  0.17+0,00®  0.05+0,00®
3 0.90+0,09©  0.03+0,00©  0.01+0,00®
4 2.07+0,28®  0.06+0,00©  0.01+0,00®

Letras diferentes na mesma coluna indicam haver diferenga significativa

segundo teste de Tukey a p<0,05.
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A formulagdo do meio 2 propiciou os maiores
valores de producdo, rendimento e produtividade para as
duas linhagens avaliadas. A linhagem R10 atingiu a
produgdo de 6,5 g L' de etanol apos 121h de fermentagédo
com 0 Ypss de 0,17 g g no meio 2. J& com o meio 1, que
continha apenas xilose como fonte de carbono, a producéo
de etanol foi de apenas 0,61 g L' com Ypss de 0,03. Esse
fato indica que a cofermentacgdo da glicose foi importante
para a obteng¢do do etanol.

Notou-se que os meios fermentativos que
propiciaram os maiores valores de etanol possuem, na sua
composicao, xilose e glicose como fontes de carbono.
Alguns modelos propostos para a fermentagdo de xilose a
etanol por meio da via metabdlica das pentoses-fosfato
apontam a ocorréncia de um desequilibrio redox pela
limitagdo de NAD+, diminuindo a produgdo de etanol.
Uma alternativa estudada para equilibrar o balango redox
constitui em adicionar glicose ao meio fermentativo
permitindo a cofermentacdo da glicose e xilose em
condigdes microaerdbicas’.

A cinética fermentativa de crescimento e consumo
de agucar no Meio 2 pode ser observado na Figura 1. A
partir de 50 horas de bioprocesso a taxa de crescimento e
de consumo das linhagens foi drasticamente minimizada.
A linhagem R10 consumiu todo o substrato contido no
meio, entretanto, o0 mesmo fato ndo ocorreu para a levedura
R150. Abgogbog et al® afirma que as fermentagdes de D-
xilose podem atingir 120 h, pois normalmente a pentose €
consumida apoés o término do consumo da hexose. Este fato
evidencia que cerca de 7,0 g/L de xilose ndo foi consumida
pela linhagem R150. Apesar das diferengas encontradas
entre as linhagens no que se diz respeito ao consumo de
acucar, os valores de rendimento obtidos foram iguais.
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Figura 1. Cinética fermentativa das linhagens R10 e
R150 para o meio 2.

Os resultados permitiram também observar a
importancia do uso de suplementos nutricionais, tais como:
extrato de levedura, outras fontes de nitrogénio ¢ a
presenga de ions (Mg?*, K*).
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1 - Introducio

A cana-de-agucar ¢ uma das principais culturas do
Brasil, fornecendo a industria sucroalcooleira matéria-prima
para produgdo de alcool e agucar e também atuando como
fonte de energia, por meio da fibra (DALRI; CRUZ, 2008)1.

Um ponto fundamental a ser considerado ¢ a
sustentabilidade interna da cana-de-agucar, a qual tem por
caracteristica ser uma cultura com elevado grau de
tecnologia aplicada ao sistema produtivo, como, por
exemplo, as elevadas doses de adubo. Neste contexto,
autores apontam o uso do lodo de esgoto de maneira parcial
ou mesmo integral como possibilidade de substituir a
adubacdo mineral e ainda, aumentar a produtividade e a
reciclagem de nutrientes com pratica sustentavel (DEON et
al., 2010% SILVA et al., 2010°).

A andlise biométrica se destaca como uma
importante ferramenta utilizada com sucesso na cultura da
cana para estimar produtividade submetida a diferentes
variaveis. A biometria consiste em um método de avaliar o
desenvolvimento vegetativo da cana-de-actcar, onde se
avalia: o perfilhamento, a altura e o didmetro do colmo de
cana (LANDELL E BRESSIANI, 2008)".

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros
biométricos da cana-de-agicar em solo submetida a
adubacdo com lodo de esgoto enriquecido (biossélido) no
primeiro ciclo de corte ano 2015/2016.

2 - Material e Métodos

O ensaio experimental foi conduzido na Fazenda
Sao José — Usina CMAA Vale do Tijuco da Cooperativa
Mineira de Alcool e Aglicar, localizada no municipio de
Prata — MG, com o cultivo da variedade de cana-de-agucar
RB 92579. A éarea amostral do delineamento com a cana-de-
acucar foi dividida em 24 blocos casualizados que possuem
trés metros entre si. Cada bloco é composto por cinco linhas
de 10 metros de comprimento com espagamento entre si de
1,5 metros. Neste delineamento foram realizados seis
tratamentos: 50 (L1), 100 (L2), 150 (L3), 200 (L4) de
porcentagens do Lodo de Esgoto enriquecido, a dosagem do
Lodo de Esgoto foi definida pelo teor de NPK necessario
para cultura da cana, com base na dosagem utilizada pela
usina e controle negativo (C-) sem adubagdo, controle
positivo (C+) com adubagdo quimica de NPK recomendado
pela usina. Para cada tratamento foram realizados quatro
repeticdes. A aplicagdo do adubo a base do Lodo de Esgoto
foi realizada no momento do plantio da cana-de-agucar,

apos seis meses do plantio e ap6s o primeiro corte da cana-
de-acucar equivalendo a um ano, totalizando 3 aplicacdes
do organomineral.

A biometria foi realizada de acordo com o método
proposto por Martins e Landell (1995)°, onde se utiliza a
seguinte expressio matematica: TCH=D? x C x H x
(0,007854/E) onde; D= didmetro de colmos (cm);
C=ntimero de colmos por metro linear; H= comprimento
médio de colmos (cm); E=espacamento entre sulcos (m). Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia
(Teste F) e, quando significativo, as médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

3 - Resultados e Discussao

As analises biométricas indicaram diferengas
significativas em todos os parametros avaliados (Tabela 1).
O diametro do colmo apresentou maior valor significativo
no tratamento com adubagdo com 200% com lodo de esgoto
(L4) (F=9.39; p=0,000) e as demais concentra¢des (L1, L2
e L3) ndo apresentaram diferenga significativa com o
controle. (Figura 1). Esses dados corroboram com dados
apresentados por Cerri (2011)°, o qual evidenciou que a
presenca de um componente organico na adubagdo,
aumenta a reten¢do de nutrientes no solo, pois o
componente organico potencializa a capacidade de troca
catidnica. Isto proporciona menor perda de nutrientes por
lavagem e maior aproveitamento do fertilizante pelas
plantas, embora, comparados aos sintéticos 0s
organominerais, tenham libera¢do mais lenta de nutrientes.

Tabela 1 — Variaveis biométricas* para cultivar de cana-de-
agucar RB 92579 submetida a diferentes concentragdes de
adubacdo com Lodo de Esgoto, com 10 meses de idade, 1°
corte, safra 2015/2016.

Tratamentos Diimetro Altura N° TCH
mm cm Colmo t.ha!

Fonte
C- 27,59a 13,53a  10,41a 56,17a
C+ 28,15a 15,93b  10,18a 67,29b
L1 28,08a 14,20a 10,37a,b 60,74b
L2 27,74a 15,18b 10,48a,b 64,12b
L3 28,32a 15,70b  10,93b 72,09b
L4 32,02b 1530b  11,12b 91,14c
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*Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, para
cada atributo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.

Analisando a altura do comprimento do colmo
verifica-se que houve diferenca significativa (F=12,293;
p=0,000), onde o controle positivo apresentou a maior
média de 15,93mm, seguido pelo tratamento com lodo de
esgoto a 150% (L3) com média de 15,70mm. Destaca-se
que ndo houve diferenca significativa entre o controle
positivo e os tratamentos L2, L3 e L4 (Figura 1).

O ntmero de colmos industrializdveis também
apresentou diferenca significativa entre as fontes de
adubacao (F=3,941; p=0,002), obtendo maiores valores os
tratamentos com lodo de esgoto a 200% (L4) e 150% (L3)
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Figura 1. Analise de variancia dos parametros biométricos
avaliados na cultivar de cana-de-agiicar RB 92579, 92579
submetida a diferentes concentracdes de adubac¢do com
Lodo de Esgoto, com 10 meses de idade, 1° corte, safra
2015/2016. (DC: diametro do colmo; CColmo: altura de

comprimento de colmo; Perfilhos: n° de colmo
industrializaveis).
O tratamento que apresentou os melhores

resultados estimados de produtividade de cana, ou TCH, foi
o com adubacdo com lodo de esgoto a 200% (L4), com
91,14 t ha-1, seguido pelo lodo de esgoto a 150% (L3), com
72,09 t ha-1. Ja o tratamento que obteve o menor valor de
TCH foi controle negativo, com 56,17 t ha-1 (Tabela 1). Os
resultados demonstram que houve diferenga significativa
entre as fontes de adubacdo (F=14,876; p=0,000), onde o
tratamento L4 foi diferente de todos os demais e os
tratamentos L1, L2 e L3 ndo diferiram significativamente
do controle positivo com adubagdo quimica (Figura 2).

Figura 2. Estimativa de produtividade da cultivar de cana-
de-agucar RB 92579, 92579 submetida a diferentes
concentragdes de adubacdo com Lodo de Esgoto, com 10
meses de idade, 1° corte, safra 2015/2016 (TCH: Tonelada
de Cana por Hectare estimada).

Ao se analisar a estimativa de producdo de cana-
de-acucar pelo atributo morfolégico de seu caule, ou seja,
pela capacidade de agucares soluveis armazenados, infere-
se diretamente na capacidade de translocamento de
fotoassimilados para os 6rgaos acumuladores. Para Taiz &
Zeiger (2013)’, uma planta somente possui boa aptiddo para
tal efeito, quando esta estd perfeitamente suprida por
nutrientes minerais. Assim, implica-se que os tratamentos
que assumem maior produtividade, é também aqueles que
estdo perfeitamente suprindo as necessidades minerais das
plantas.
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1 - Introducao

As mudangas climéticas associadas a queima de
combustiveis fésseis nas Ultimas décadas vém se
intensificando e ameacando todos os ecossistemas?. Devido
a este fato, a reducdo da dependéncia por combustiveis
fésseis através do uso de biocombustiveis estd sendo vista
como uma pratica viavel?, pois as vantagens do uso incluem
a sustentabilidade, ndo toxicidade e biodegradabilidade®.
Este fato estimula o interesse comercial em desenvolver
tecnologias para a producdo de combustiveis a partir de
fontes renovaveis®.

Dentre as varias alternativas ao uso de biomassas
convencionais que contribuem para a solucdo destes
problemas estdo as microalgas. Estas sdo capazes de
acumular grandes quantidades de compostos ricos em
energia, como por exemplo, amido e triacilglicerol. Estes
compostos ricos em energia podem ser convertidos em
bioetanol e biodiesel respectivamente?.

Neste contexto, com intuito de contribuir com os estudos
voltados para a busca de combustiveis renovéveis, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar microalgas
dulcicolas isoladas em corpos d’agua na regido do Alto
Vale do Jequitinhonha quanto a produtividade volumétrica,
ao teor de lipidios, amido e agUcares sollveis totais (AST)
visando sua utilizacdo como matéria-prima para producao
de biodiesel e bioetanol de terceira geragéo.

2 - Material e Métodos

As amostras de microalgas dos géneros Chlorella e
Ankistrodesmus foram isoladas ap6s coleta no corrego do
Rio Grande, localizado em Diamantina (18°14°29.9184”;
43°35°31.758”), em tanques de criagdo de peixes no
Departamento de Zootecnia da UFVIM (18°11°49.90927;
43°34°24.9708”) ¢ em uma cultura hidrop0nica localizada
do Departamento de Agronomia da UFVIM (18°11°4236”;
43°34°21.6372%).

A avaliacdo do crescimento celular foi realizada durante
15 dias utilizando as técnicas de contagem celular em
microscdpio dptico (BEL Photonics) com o auxilio de uma
camara de Neubauer® e leitura da densidade 6ptica a 570nm
em espectrofotdmetro (BIOSPECTRO SP22).

Os isolados foram avaliados ainda quanto ao teor de
lipidios, amido e agucares sollveis totais. Para tanto, estes
foram centrifugados e secos até peso constante em estufa a
105°C. O teor de lipidios foi determinado por meio do
método de Bligh e Dyer modificado’. O teor de amido e
acucares sollveis totais (AST) foram determinados pelo

método adaptado de McCready et al., 19508, e pelo método
da antrona sulfurica, respectivamente.

3 - Resultados e Discussao

O perfil de crescimento celular dos isolados esta ilustrado
na Figura 1. O isolado Chlorella sp.2 foi o que apresentou
maior crescimento celular.

Figura 1. Comparacdo da cinética dos isolados. A) Técnica
de contagem celular em meio CHU; B) Técnica de
contagem celular em meio LC Oligo; C) Técnica de
densidade optica meio CHU; D) Técnica de densidade
oOptica meio LC Oligo.

A Tabela 1 resume as concentragdes iniciais, finais e as
produtividades volumétricas de biomassa para cada um dos
quatro isolados avaliados. Os resultados do teor de amido,
AST e lipidios estdo apresentados na Tabela 2.

O isolado Chlorella sp.2 cultivado em meio de cultura
CHU apresentou concentragdes finais de biomassa mais
altas que os demais (em torno de 1,8 g L) e maiores
valores de produtividade (0,06 g L* dial). Lam e Lee
(2012)° constataram que a microalga Chlorella sp. possui
altas produtividades, o que a caracteriza como um dos
organismos mais comumente utilizado na producdo de
biomassa de algas. No trabalho de Fang et al. 1° foram
encontrados de 0,8 a 1,0 g L de concentracdo final de
biomassa seca da microalga Chlorella sp. em um periodo de
oito dias de cultivo.

Através das analises cinéticas dos isolados e pelos
estudos realizados, foi possivel verificar que a microalga
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Chlorella sp. pode ser considerada uma biomassa
promissora para a producdo de biocombustiveis. Microalgas
deste género sdo facilmente cultivadas devido a sua
estrutura unicelular simples, sdo altamente adaptaveis em
varios ambientes, ricas em substancias e compostos como
clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais, aminoacidos
essenciais e lipidios, além de possuirem um contetdo de
6leo que varia de 28 a 32% em peso secoll,

O género Chlorella sp.2 cultivado em meio de cultura
CHU foi o que obteve a maior fracdo lipidica (9,4%)
quando comparado com o0s outros isolados. Contudo, o
resultado obtido ainda ndo foi expressivo, indicando que os
isolados ndo utilizam o lipidio como sua principal fonte de
reserva energética. Este fato demonstra sua inviabilidade na
producéo de biodiesel.

Tabela 1- Concentracfes iniciais, finais e produtividades
volumétricas das biomassas dos géneros isolados. Géneros:
Chlorella sp.2 (1), Chlorella sp.1 (1); Chlorella sp.3 (I11);
Ankistrodesmus sp. (IV). Meios de cultura: a. Meio CHU;
b. Meio LC Oligo

) Cc:g;:;r;rggao . Concenf[ragéo Produtiyid_ade
Geéneros biomassa final de biomassa volumet_rlca
(g LY (gL (g L*dia?)
Il.a 0,825+0,005 1,775+0,005 0,063+ 0,022
la 0,825+0,001 1,600+0,003 0,052+0,016
lll.a 0,925+0,012 1,650+0,013 0,048+0,026
IV.a 0,875+0,008 1,400+0,001 0,035+0,036
Il.b 0,575+0,003 1,225+0,026 0,043+0,001
l.b 0,475£0,015 0,900£0,013 0,028+0,031
Il.b 0,500+0,004 0,900+0,003 0,027+0,004
IV.b 0,600+0,012 1,175+0,032 0,038+0,005

O género que apresentou maior fracdo de AST foi o
Chlorella sp.3, sendo significativo nos dois meios de
cultura (49,90% em meio CHU e 43,71% em meio LC
Oligo). Para o amido, os géneros que alcangaram melhores
resultados foram Chlorella sp.1 (53,56%) e Chlorella sp. 3
(40,38%) quando cultivados no meio de cultura CHU, o que
indica que estes isolados utilizam o amido como sua
principal fonte energética e, portanto, apresentam potencial
para a producdo de bioetanol.

Tabela 2- Teor de amido, AST e lipidios nas microalgas
isoladas. MC: Meio de Cultivo

MC Género Li?()l'/(:)ios ?,Z;— Ag)]/(i);jo
Chlorella sp.2 9,4+1,8 39,84+0,5 35,640,7

% Chlorella sp.1 54+1,1 33,614,7 53, 60,7
O | Chiorellasp3 |2,8+0,1 |499432 |404+31
Ankistrodesmus sp. | 4,7£0,9 36,3+3,1 |32,9+3,7
Chlorella sp.2 39+04 |465t53 [321429

é’ Chlorella sp.1 5,7+0,6 354427 | 417427
§ Chlorella sp.3 0,8+0,2 |43,7+10 |443+23
Ankistrodesmus sp. | 7,3£0,5 37,8+3,3 28,9+0,9
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1 - Introducao \

Atualmente, tem-se estudado diversos tipos de pré-
tratamentos para reduzir a recalcitrancia da biomassa
lignoceluldsica com intuito de aumentar sua digestibilidade
quimica/enzimética, para que esta possa ser utilizada na
producdo de etanol e/ou outros bioprodutos de valor
agregado.

O pré-tratamento de explosdo a vapor é um dos
mais utilizados para desestruturacdo de materiais
lignoceluldsicos. No mesmo a biomassa é submetida a uma
atmosfera de vapor saturado de alta pressao seguida de uma
descompressdo slbita, provocando assim a solubilizacdo da
fracdo hemiceluldsica e modificagdes na estrutura da lignina
devido as elevadas temperaturas atingidas.” Neste contexto,
0 presente trabalho objetivou avaliar o efeito da explosdo a
vapor catalisada por NaOH sobre as propriedades quimica e
estruturais do bagaco de cana-de-acUcar.

2 - Material e Métodos \

i) Pré-tratamento de explosdo a vapor

Para realizacdo do pré-tratamento de explosdo a
vapor adicionou-se 40 g de BCA (base Umida) e 800 mL de
solucéo de hidroxido de sddio 0,1 M em um reator de escala
laboratorial com capacidade de 1,4 L. Apds atingir 180°C
(1h 30min) (8,8 Kgf/cm?), o sistema foi mantido nessas
condi¢des por 5 min e despressurizado subitamente.

ii) Caracterizacdo quimica

Determinou-se o teor de lignina Klason (TAPPI
T13M-54)%, holocelulose pelo método do clorito 4cido e o-
celulose por extragdo alcalina’ e a hemicelulose foi calculada
indiretamente pela diferenca entre os teores de holocelulose
e a-celulose.

iii) Andlise de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As amostras foram pastilhadas com KBr na
proporgdo massica de 1:100 e os espectros foram obtidos na
regido de 4500 - 400 cm™ com 32 varreduras e resolucéo
de 4 cm! no espectrofotémetro Shimadzu IRPrestige 21.

iv) Difracdo de Raio X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos em um
difratdmetro Shimadzu XRD - 6000 LabX com velocidade
de varrimento de 2 °/min, intervalo de 4 a 40° (20), poténcia
de 40 kV com uma corrente de 30 mA e radiacdo CuKa (

1,5406 A). O indice de cristalinidade foi calculado conforme
Segal et al.(1959)* e corrigido pelo rendimento do pré-
tratamento.
v) Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As micrografias eletrénicas foram obtidas com
ampliacdo de 500X e tensdo de aceleragdo de 5.0Kv
(Microscépio eletronico Carl Zeiss EVO 10 MA).

3 - Resultados e Discussao

Na Tabela 1, encontram-se descritos os percentuais
massicos para oS principais componentes do bagaco de
cana-de-acUcar in natura € ap0s o pré-tratamento de
exploséo a vapor catalisado por NaOH.

Tabela 1 — Composi¢do quimica do bagaco de cana-de-
acucar “in natura” (BI) e pré-tratado (BENaOH).

Composicao Quimica Amostra
(Y0) BI BEh
Lignina Total 24,22 + 0,36 8,48+ 0,40
Hemicelulose 27,61+0,07 27,85+0,19
a-celulose 42,77 £0,29 33,93 +0,08

*Valores em base seca e considerando o rendimento do pré-tratamento
(71,82%).

Analisando a Tabela 1 nota-se que o pré-
tratamento em questdo removeu 65% da lignina e 20,67%
da celulose presente na biomassa, no entanto ocorreu a
preservacao da fragdo hemiceluldsica. A remocdo da lignina
ocorreu porque o tratamento alcali realiza a saponificacdo
dos grupos ésteres presente na mesma’.

Na figura 1 estdo representados os espectros de
FTIR da biomassa in natura e pré-tratada, os quais
apresentam bandas tipicas de substratos lignoceluldsicos.

Observa-se nos espectros 0 aumento da intensidade
do pico 3380 cm™ no BENaOH, o qual representa as
vibraces —OH presentes nas estruturas centrais da celulose
e hemicelulose® evidenciando assim uma maior exposicio
das hidroxilas destes carboidratos apés a remocdo da
lignina. Ocorreu uma elevada redugdo das bandas 1600 cm’
! 1510 cm™, 1425 cm™ e 833 cm™ ap6s o pré-tratamento, as
quais representam, respectivamente, as vibracGes do anel
aromatico da lignina’ e a vibragdo C-H fora do plano das
unidades de p-Hidroxifenil (percursor da lignina)®, fato que
comprova a remocdo de lignina apresentada na
caracterizacdo quimica. A reducdo dos sinais em 1725cm™
(C=0 hemicelulose’; ligacdo carbonil éster do &cido p-
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cimarico- lignina'®) e 1245 cm™ (alongamento C-O do
grupo acetil da hemicelulose e/ou vibracdo siringil e
guaiacil da lignina'?), geralmente séo associadas a remogao
de hemicelulose, porém neste trabalho a fracdo
hemicelulésica foi preservada indicando assim que estas
modificagdes, possivelmente ocorreram devido a clivagem
da ligacdo entre a hemicelulose- lignina e pela desacetilacdo
da hemicelulose’. O aumento da intensidade da banda 897
cm™ (estiramento C-O-C das ligacdes p-glicosidicas entre a
hemicelulose e celulose®) pode ser atribuido & exposicdo das
ligacbes B(1—4) que ocorreu apds a solubilizacdo da
lignina.

Figura 1. Espectro de infravermelho para o bagaco in
natura € pré-tratado.

A figura 2 representa os difratogramas utilizados
para o célculo do indice de cristalinidade.

Figura 2. Espectro de infravermelho para o bagaco in
natura € pré-tratado.

O indice de cristalinidade (ICr) calculado do
BENaOH (71,10%) teve um aumento de 2,6% quando
comparado ao Bl (68,50), sendo este aumento provocado
pela remocédo de lignina, a qual é um componente amorfo.
Contudo apds a realizagdo de pré-tratamentos este indice
deve ser corrigido considerando o rendimento destes. Apés
esta correcdo, notou-se que o ICr decresceu de 68,50 (BI)
para 51,06 (BENaOH). A redugdo da cristalinidade é
reportada na literatura como um dos principais fatores que
interferem na hidrélise enzimatica da biomassa®®.

As micrografias eletrbnicas de varredura
apresentadas nas Figuras 3A e 3B evidenciam,
respectivamente, a estrutura compacta da biomassa in
natura € a completa desestruturacdo da fibra apds o pré-
tratamento.

Figura 3. Micrografias do bagaco de cana-de-aclcar in
natura (A) e pré-tratado por explosdo a vapor com NaOH

(B).

Por fim, cabe destacar que o pré-tratamento em
estudo promoveu a completa modificacdo estrutural das
fibras da biomassa e simultaneamente garantiu uma elevada
solubilizacdo da lignina, sendo essa comprovada pelo
espectro de FTIR, bem como reduziu a cristalinidade da
celulose. Estes fatores sdo correlacionados com a melhoria
da digestibilidade enzimatica da biomassa.
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producao de biogéas a partir de glicerol bruto, dejetos suinos e glicose.
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Palavras Chave: Hidrogénio, fermentagdo, dejetos, glicerol, glicose

1 - Introducao \

Aproximadamente 10 kg de glicerol bruto (GB) séo
gerados por cada 100 kg de biodiesel produzido. Este
glicerol frequentemente é considerado um residuo por
seu baixo valor de mercado '. Estima-se que tenham
sido geradas 378 mil toneladas de glicerol bruto em
2015. Uma alternativa para o aproveitamento desta
glicerina seria seu uso como substrato para a produgédo
de biogas através de digestdo anaerdbia. Para a
fermentacdo do glicerol bruto hd também a
necessidade de uma fonte de nitrogénio que suporte a
atividade microbiana. Os dejetos provenientes da
suinocultura (DS) extensiva praticada no Brasil podem
servir como fonte de matéria organica complementar
para tal propoésito, pois sdo ricos em nitrogénio e, se
ndo tratados adequadamente, podem provocar
desequilibrio ambiental e danos para a satide humana®.

A utilizacdo de pré-tratamentos térmicos, acidos ou
alcalinos do material inoculante podem favorecer a
producdo de gas, priorizando a formacdo de
hidrogénio através da promocdo da inibicdo de
bactérias metanogénicas e homoacetogénicas®.

Neste trabalho foram avaliados o efeito do pré-
tratamento do indculo e da variacdo das concentracfes
dos substratos (glicerol bruto, dejetos suinos e glicose)
sobre a producdo de biogads durante a fermentacédo
escura.

2 - Material e Métodos \

O inéculo foi obtido na estacdo de tratamento de
esgoto da UFVJIM, Campus JK. O lodo ativado usado
como inécuo foi pré-tratado por choque térmico,
alcalinizaco e acidificacdo® O glicerol bruto, produto
da transesterificacdo de O6leo de fritura residual
realizada na UFVJM, o dejeto suino, obtido da estacdo
de suinocultura da UFVJM e o lodo ativado foram
caracterizados fisico-quimicamente de acordo com
metodologia proposta pela APHA 2. Os experimentos
foram realizados em escala laboratorial em sistema de
batelada, com temperatura de 35°C. Para avaliagdo do
efeito da concentracdo dos substratos glicerol bruto,

dejetos suinos e glicose sobre a fermentacédo escura foi
usado planejamento composto central rotacional com
trés fatores, seis pontos axiais e quatro pontos centrais.
A medida do volume de biogas produzido foi feita
com o auxilio de gasémetro. O software Statistica 7.0
foi usado para o tratamento dos dados.

3 - Resultados e Discussao

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores referentes a
caracterizacdo fisico-quimica do glicerol bruto, dejeto
suino e do in6culo (lodo ativado); segundo Labatut et
al.*, a relacdo STV/ST representa a percentagem de
matéria orgénica total de cada residuo. Observa-se que
os residuos deste trabalho tém grande potencial como
substratos para produzir hidrogénio.

Tabela 1. Caraterizacdo inicial dos residuos e do inoculo.

Parametros Glicerol DeJ’eto Inéculo
bruto Suino

pH 10,3 6,5 6,7

ST (gL 870,3 199,9 6,8

SVT (g L") 870,1 167,5 5,0

STV/ST 0,99 0,84 0,73

DQO (gL * 137,8 5,5

ST: Sélidos totais, SVT: solidos volateis totais, DQO: demanda
quimica de oxigénio.

Os resultados mostraram que o pré-tratamento do
inoculo que resultou em maior producdo de gas foi o
pré-tratamento térmico (Figura 1). A concentracdo de
glicose apresentou um efeito positivo (p<0,1) e as
concentragdes de glicerol e de dejeto suino ndo
apresentaram efeito significativo (P>0,1) sobre a
producdo de gads quando o inéculo foi pré-tratado
termicamente (Figura 2). Para o inoculo pré-tratado
com é&cido, o glicerol foi quem apresentou efeito
positivo significativo (p<0,1) (Figura 3).
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apos 8 dias de fermentacgdo e a glicose ndo apresentou
efeito significativo (p>0,5) (Figura 4).

Segundo Viana et al.® o uso direto do glicerol bruto
na digestdo anaerdbia pela alta carga organica e pelas
altas concentracdo de fons CI™, entre 34 e 46g L™,
formados durante a neutralizacdo do glicerol na
indGstria da producdo de biodiesel, inibiriam o
crescimento bacteriano afetando diretamente a
producdo de biogas. Esse efeito negativo ndo foi
observado no sistema com inoculo tratado com &cido.

Figura 1. Cinética da producdo de gas em sistemas com
indculos pré-tratados.

Figura 4. Gréfico de Pareto para os efeitos estimados da
glicose, glicerol bruto e dejeto suino apo6s pré-tratamento
alcalino do in6culo.

Nas melhores condigdes foi possivel produzir
biogas entre 100-170 mL/gDQO,iii. Observou-se que
0s métodos para a preparacdo de indculo e a interacéo
entre o glicerol bruto, o dejeto suino e a glicose
afetaram o potencial de produgdo de biogés.

Figura 2. Gréfico de Pareto para os efeitos estimados da

glicose, glicerol bruto e dejeto suino ap6s pré-tratamento 4 - Agradecimentos
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glicose, glicerol bruto e dejeto suino ap0s pré-tratamento
acido do inéculo.

Com o in6culo pré-tratado com alcali o glicerol e 0
dejeto suino apresentaram efeito negativo (p<0,15)
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Palavras Chave: BiVO,/Bi,V>0;,, célula fotoeletroquimmica, oxidagdo da dgua/glicerina, conversdo de energia.

1 - Introducio

No Brasil, sdo produzidos aproximadamente 250
mil toneladas/ano de glicerina e 1,2 milhdes de
toneladas/ano a nivel mundial, e sabe-se que em torno de
10% do volume de matéria-prima inicial do processo de
transesterificagdo de 6leos é convertido em glicerina.!

Neste contexto faz-se necessario desenvolver
processos ou métodos para utilizagdo deste residuo. A
estratégia em nossos trabalhos foi fabricar e avaliar
preliminarmente dispositivos fotoeletroquimicos formados
pela heterojung¢do BiVO4/Bi4sV,011, 0s quais sdo capazes de
coletar luz e converté-la em energia elétrica ou H»
(armazenamento de energia), simultaneamente com a
oxidagdo fotoeletroquimica de solugdes aquosas (Na,SO4
0,5M puro ou contendo glicerina 0,5M).*3

O aclopamento destes materiais ¢ adequado,
devido ao nivel de banda de condu¢ao (EBC) do
semicondutor tipo-n BiVOs (energia bandgap de 2,5 eV)
ser mais negativa do que a EBC do semicondutor tipo-n
BisV201, (energia bandgap de 2,25 eV).? Assim, os elétrons
excitados podem ser injetados a partir da EBC de BiVOy4
para a EBC de BisV,0i;, melhorando a separagdo das
cargas nos semicondutores.®> Mas, uma das principais
vantagens desta jun¢do ¢ o alinhamento apropriado da
banda de energia, facilitando o fluxo de corrente,
melhorando cerca de 83% a fotocorrente e fotovoltagem
geradas em relagéo a BiVO4 e BisV,01; puros.?

2 - Material e Métodos

Fotoeletrodos & base da  heterojuncdo
BiV04/BisV201; puro (W0) e dopado com 1 (W1), 2 (W2)
e 3% (W3) em massa de W foram preparados por spray
pyrolysis em um substrato condutor FTO.*> Foram feitas
medidas fotoeletroquimicas sob luz branca LED (A > 450
nm, 5 mW c¢m2). Medidas com 3 eletrodos foram realizadas
com um potenciostato/galvanostato (AUTOLAB PGSTAT
128N) usando uma configuragdo de célula com trés
eletrodos: um eletrodo de referéncia de Ag/AgClI (3,0 M de
KCl), um fio de platina como contra-eletrodo e um eletrodo
de trabalho com érea de irradiagdo de 1,0 cm?, e velocidade
de varredura de 20 mV s!. Uma solugéo aquosa a 0,5 M de
Na,;SOs (pH = 6,6) foi usada como eletrolito. Para converter

o potencial obtido (vs. Ag/AgCl) para ERH (eletrodo
reversivel de hidrogénio), a seguinte equagdo foi utilizada:
Egru = EAg/AgC] + 0,059pH + EOAg/AgCL Sendo EOAQAgQ (3 M
KCI1) = 0,197 a 25 °C. E, também foram realizadas medidas
de voltametria ciclica com dois eletrodos para as melhores
configuragdes eletrodo de trabalho (ET) / contra eletrodo
(CE) a fim de verificar a eficiéncia a zero bias das
fotocélulas W1/W0, WI1/W2 e WI1/W3, utilizando-se
solucdes Na,SO4 0,5M pura ou com a adigdo de glicerina
0,5M.

3 - Resultados e Discussao

O comportamento Optico dos fotoeletrodos foi
investigada por espectroscopia UV-Vis no modo de
reflectancia difusa, e os espectros obtidos indicam que
todos os filmes absorvem luz em torno de 200-510 nm,
indicando que tanto a radiagdo UV e visivel pode ser
absorvida. A energia de bandgap foi estimada no intervalo
de 2,33-2,44 eV para BisV,01; e 2,52-2,54 eV para BiVO4
(Figura 1).

Figura 1. Espectros Uv-vis por reflectincia difusa e
grafico Tauc para os fotoeletrodos.

Sob irradiacdo de luz branca, a densidade de
fotocorrente anddica dos fotoeletrodos W0, W1, W2 e W3
a 1,23 V vs. ERH sio respectivamente, 0,05, 0,07, 0,14 e
0,18 mA cm™2. E, a densidade de fotocorrente catodica a 0
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V vs. ERH sao respectivamente —0,09, —0,12, —0,18 e 0,28
mA cm™? (Figura 2). Estes resultados demonstram que os
fotoeletrodos podem promover tanto a oxidacdo
fotoeletroquimica da agua para oxigénio, como também sio
fotoativos na reagdo de redug@o para produzir hidrogénio
que ¢ um combustivel renovavel.

0,20

-2

WO (escuro)
W1 (escuro)

Densidade de fotocorrente / mA cm
S s 5 & 8
o
(3]

0,10 - - - W2 (escuro)

015 ] - - W3 (escuro)
—— WO (luz)

0,20 ~ — W1 (luz)

0,25 ] — W2 (luz)
—— W3 (luz)

-0,30 T T T T T T T T T T T

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 1.2

Potencial / V vs. ERH
Figura 2. Voltametria ciclica com trés eletrodos.

Tabela 1 — Dados preliminares sob condigdes de zero bias.

A voltametria ciclica com dois eletrodos realizada
evidenciou que com a adi¢do de glicerina a solucdo de
NaSO4 0,5M, mesmo com eficiéncia pouco abaixo dos
demais a zero bias (Tabela 1), mostrou-se um sistema
bastante promissor, provocando um aumento expressivo em
cerca de 138% na densidade de fotocorrente gerada com a
aplicacdo de potenciais catddicos e anddicos (Figura 3).

o 0,150 r
'E = =W1/W0_Na,SO, 0,5M (escuro)
O 0,125 4 = -W1/W2_Na,SO, 0,5M (escuro)
< = =W1/W3_Na,SO, 0,5M (escuro)
€ 0,100 - - W1/WO0_Na SO0, 0,5M + glicerina 0,5M (escuro)
) = W1/W0_Na,SO, 0,5M (luz)
2 0,075 1 — w1w2_Na,50, 0,5M (1uz)
g =—— W1/W3_Na,SO0, 0,5M (luz)
E 0,050 4 — w1/W0_Na,S0, 0,5M + glicerina 0,5M (luz)
S 0,025
-
(<]
= 0,000 4+—— m o
o -
©
o -0,025
H
-5 -0,050
2
o -0,075
[a]
-0,100

T T T T T T T T T T T T T T
-0,6-0,5-0,4-0,3-0,2-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Potencial / V

Figura 3. Voltametria ciclica com dois eletrodos.

Fotocélula (ET/CE) Solucio aquosa “Pardmetros
Jse (MA cm?) Ntotar (Yo) Nsth (%)
W1/W0 Na»SO4 0,5M 0,0155 0,05 0,38
WI1/W2 Na,S04 0,5M 0,0086 0,02 0,21
W1/W3 Na»SO4 0,5M 0,0131 0,02 0,32
W1/W0 Na,SO4 0,5M + glicerina 0,5M 0,0122 0,01 -

*Jse (densidade de fotocorrente de curto-circuito), Iwtl (eficiéncia total para conversdo de luz) e I]stu (eficiéncia para conversio de luz em

hidrogénio, admitindo 100% de eficiéncia faradaica).

Além disso, vale ressaltar que, a fotovoltagem
gerada pelas fotocélulas W1/W0, W1/W2 e W1/W3 foram
respectivamente, 1,54, 1,34 ¢ 1,27 V. De acordo com os
resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa, na interface
da heterojungdo BiVO4/BisV201; ocorre a formagdo de uma
camada de inversdo de buracos, a qual corrobora para a
estruturacdo de wuma virtual jungdo p-n com alta
fotovoltagem. Esta fotovoltagem gerada pode ser
aumentada, alterando a polarizagdio de BisV,0;; pela
dopagem com tungsténio, culminando na geragdo de altas
fotovoltagens, diminuicdo na recombinagdo das cargas
sobre a superficie do fotoeletrodo, e elevacdo na eficiéncia
das células fotoeletroquimicas.*
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1 - Introducao \

Celulases e hemicelulases séo catalisadores
enzimaticos amplamente  utilizados em  processos
biotecnoldgicos por possuirem capacidade para decompor
fibras vegetais e liberar acglcares soliveis. Recentemente a
indUstria dos biocombustiveis tem aumentado a demanda
por estas enzimas.

Muito se tem avancado sobre o estudo e producéo
de celulases e hemicelulases. Todavia, a reducdo do custo
por unidade de enzima e a selecdo de linhagens mais
eficientes e especializadas ainda sdo desafios para o setor.
Além de um excelente sistema de secre¢do enzimatica e
capacidade de sintese proteica em grande escala, 0s fungos
filamentosos se destacam por produzirem enzimas com
diversas especificidades e caracteristicas fisico-quimicas.

Neste contexto, o presente estudo teve por
objetivo caracterizar um fungo filamentoso isolado de casca
de coco indaid com potencial para a producdo de enzimas
celuloliticas e xilanoliticas, realizar sua caracterizagdo e
identifica-lo.

2 - Material e Métodos \

2.1 Avaliacéo da producao de celulases e xilanases

A cultura filamentosa isoladas foi submetida ao
processo de fermentagdo submersa para avaliagdo da
producdo das atividades endoglucanasica (CMCasica), B-
glucosidasica e xilandsica em meio liquido segundo
Manachini et al. (1987) suplementado com 1,0% de CMC.
As determinagBes das atividades enzimaticas foram
realizadas com base nos métodos descritos por Ghose
(1987) e Bailey et al. (1992). Os métodos para as
determinacGes das atividades foram adaptados para ensaio
em  microplacas de 96 pogos. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas em leitor de
microplacas (ASYS UVM340) nos comprimentos de onda
determinados para cada ensaio de atividade. Uma unidade
de atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade
de enzima, expressa em mL do meio fermentado livre de
particulas, necessaria para produzir a liberacdo de 1umol de
acucar redutor ou glicose por minuto, nas condi¢bes do
ensaio.

2.2 Caracterizacdo e identificacao do isolado selecionado

A identificagdo do género do fungo isolado foi
realizada com base em observa¢Ges macro e microscopicas
apoiada na literatura cientifica (Richardson, 2009; Hermet et
al., 2012)

Para a identificacdo molecular, foi realizada a
extraco de DNA segundo Sambrook et al. (2000). O DNA
gendmico foi amplificado por PCR com 25 ciclos de
amplificagdo depois de uma desnaturacéo inicial de DNA a
95°C por 5 minutos. Foram usados os iniciadores universais
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) frente e ITS4
(5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") reverso (White et
al., 1990), que permitiram a amplificacdo da regido
responsavel pela codificacio do rRNA 5.8S e 28S. A
amplificacdo e o sequenciamento dos produtos de PCR
foram realizados pela empresa Macrogen USA
(www.macrogenusa.com). A sequéncia obtida foi analisada
com o uso do programa BLASTN 2.3.0+ para comparagéo
de similaridade com sequéncias depositadas no GenBank
(National Center for Biotechnology Information, NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov).

3 - Resultados e Discussao

3.1 Isolamento e avaliagdo da producéo enzimatica

Os resultados revelaram que a linhagem isolada foi
capaz de secretar 1560 + 169 U L™ de atividade
endoglucanasica e 1.972 + 162 U L™ de atividade xilanasica
nos tempos de 120 horas e 96 horas, respectivamente.

O perfil do progresso de produgdo enzimatica do
fungo avaliado pode ser visto na Figura 1. Aparentemente, a
atividade endoglucanasica alcangou um maximo em 96
horas e permaneceu estavel até o final do ensaio, por cerca
de 200 horas. As atividades B-glucosidasica e xilanasica
tiveram picos de producdo em 120 horas e 96 horas,
respectivamente, e decairam apds esses tempos. Um
segundo pico de atividade xilanolitica foi observado com
192 horas.
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Figura 1. Progresso da producdo enzimatica para as
atividades Endoglucanase, B-Glucosidase e Xilanase no
experimento de fermentacéo.

3.2 Caracterizagdo e identificacéo do isolado

A caracterizacdo macroscopica e microscépica do
isolado somada & pesquisa de homologia da regido do
espacador interno de transcricdo ITS1 junto ao banco de
dados BLASTN indicaram que o micro-organismo estudado
tratava-se de linhagem do género Mucor.

Microscopicamente (Figura 2) foram observadas
hifas hialinas e cenociticas que raramente apresentaram
septos. Foram notados esporangidsporos ovalados,
esporangios globosos e columela subglobosa com colarete.
Todas as caracteristicas morfoldgicas macro e
microscépicas observadas sdo compativeis com o género
Mucor (Hermet et al., 2012; Dodemont et al., 2015).

Figura 2. Aspecto macro e microscépico da linhagem de
Mucor cultivada em meio BDA a 28°C com cinco dias de
crescimento. (A) Aspecto macroscépico, (B) Columela
obovoide com colarete, esporangios globosos e hifas
hialinas cenociticas, (C) Esporangio em esporangiéforo com

esporangiosporos (D) Esporangiéforos com ramificagGes
longas e curtas com esporangios globosos (E) Esporangios
globosos. Observacdo em aumento de 40x (D), as demais
(A, B, C, E) visualizagdo com aumento de 100x. Barra = 10
pm.

A andlise da sequéncia dos produtos de PCR por
meio da ferramenta BLASTN, usando o0 banco de
sequéncias de nucleotideos ndo redundantes
(GenBank+EMBL+DDBJ+PDB+RefSeq sequences) com
33.791.422 sequéncias depositadas, indicou similaridade de
99% para duas espécies do género Mucor, M. circinelloides
e M. racemosus (Tabela 2). As duas linhagens destacadas na
Tabela 2, sdo as que obtiveram a maior pontuacdo na
classificacdo geral na pesquisa realizada com o BLASTN.

Tabela 2. Similaridade da linhagem isolada com a sequéncia
de algumas espécies depositadas na cole¢do de nucleotideos
do GenBank do NCBI.

. Nimero de o yiaridade
Referéncia AcCesso A/B* (%)
BLASTN 0
Mucor circinelloides cepa 567/573
NRRL 66013 KM056329.1 (99)
Mucor racemosus ATCC 567/573
19168 AJ271061.1 (99)

*A/B = relacdo entre o numero de bases da sequéncia
amplificada do isolado pesquisado e o nimero de bases da
sequéncia alvo presente na espécie referéncia
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1 - Introducao

O Brasil ¢ detentor da maior produgdo mundial de
acucar ¢ alcool a partir da cultura de cana-de-agtcar. A
geracdo de residuos oriundos destes processos industriais,
sejam eles solidos ou liquidos, é inevitavel. A vinhaga,
residuo liquido remanescente dos destiladores, constitui-se
de agua, matéria organica com elevada acidez, e sais
minerais'?. Desde 1970, com a criagio do programa
governamental — Proalcool - destinado a langar o etanol
como combustivel, a vinhaga tem sido apontada como um
dos maiores poluentes desta cadeia produtiva e seu descarte
inadequado é um sério problema ambiental **.

Para agregar maior valor a inddstria
sucroalcooleira, surge a utilizagdo da vinhaga como
substrato para produgd@o de proteinas por leveduras. Dentre
as leveduras utilizadas para esse fim, a Candida utilis
(Torula) destaca-se devido a sua capacidade de degradar
pentoses, hexoses e outras substdncias organicas como
aldeidos, alcoois e acidos’. Além de ser um bioprocesso
sustentavel de geracdo de alimento, o cultivo da Torula em
vinhaga reduz, de forma consideravel, o poder poluente
desse residuo, que pode ser descartado sem oferecer riscos

a0 meio ambiente, ou ainda, ser utilizado como
fertilizante®’.
Este trabalho objetivou-se em realizar a

caracterizagdo fisico-quimica da vinhaga in natura e da
vinhaga tratada com o cultivo da levedura Candida utilis,
para subsidiar a produgdo de biomassa proteica ¢ a redugdo
da carga poluente desse coproduto.

2 - Material e Métodos

A vinhaca foi coletada na destilaria Agro Industrial
de Pompéu S/A - Agucar, Etanol e Energia - Agropéu - na
cidade de Pompéu, MG. A amostra de levedura Candida
utilis, previamente isolada, foi fornecida pelo Prof. Dr.
Carlos Augusto Rosa do Departamento de Microbiologia,
UFMG.

Para o cultivo da levedura na vinhaga in natura
foram utilizados trés frascos Erlenmeyer com 50 mL de
vinhaca mantidos na incubadora shaker orbital a 30 °C, sob
agitacao de 150 rpm. Aliquotas de 400 pL de vinhaga foram
retiradas de quatro em quatro horas e homogeneizadas em

tubos de ensaio em agitador do tipo vortex. O cultivo teve
duragdo de 36 horas. O crescimento celular foi avaliado
através da contagem de células na cdmara de Neubauer em
microscopio Otico e¢ da absorbancia a 550 nm em
espectrofotometro (Figura 1).

Figura 1 - Fotografia em microscopio optico da levedura Torula
apos 20 horas de cultivo em vinhaga in natura, aumento 400x.

A relag@o linear existente entre a absorbancia ¢ a
concentragdo celular foi obtida através da construcdo da
curva de calibragdo do crescimento celular. A analise foi
encerrada quando a levedura se apresentou na fase de
crescimento estacionério®.

Foi realizada a analise fisico-quimica das vinhagas
in natura e tratada. A vinhaga tratada com a torula foi
centrifugada para a separagdo das células da levedura. As
analises realizadas foram: composi¢do centesimal, acidez,
pH, solidos soluveis totais (°Brix), aglicares redutores,

r1: ’ . 10, 11, 12
compostos fendlicos, proteinas totais, pH e DQO * % ' 1%
13, 14, 15.

3 - Resultados e Discussao

A curva de crescimento da levedura se
caracterizou por fase exponencial significativa, com
duragdo de, aproximadamente, 16 horas (Figura 2). A
fermentagdo tende a acontecer em anaerobiose. No entanto,
como o cultivo das leveduras foi realizado sob aeragdo
fornecida pela agitacdo do shaker, a fermentacdo tornou-se
restrita devido a presenga do oxigénio, nas condigdes
especificas do meio. A aeragdo induz a oxidacdo dos
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carboidratos através do processo de respiracdo realizado
pelas leveduras. Consequentemente, hd queda da producio
de alcool e a multiplicacdo de células da levedura ¢
favorecida'.

Figura 2 — Relagéo da absorbancia com a concentragao de células
da Candida utilis.

Apds 32 horas de crescimento, iniciou-se a fase
estacionaria que se caracteriza pela interrupcao da divisdo
celular e consequente queda do ntimero de individuos da
populacdo devido ao esgotamento de nutrientes essenciais e
ao aporte de produtos inibidores do metabolismo das
células 71817,

Os teores de solidos soltveis totais (SST), agucares
redutores, proteinas totais, umidade e pH observados na
vinhaca ndo tratada corroboram com resultados de outros
autores que desenvolveram suas pesquisas com a utilizagdo
dessa matéria prima para producdo de biomassa proteica
com fins alimentares’® 2'. Na literatura, esses valores
proporcionaram a producdo de proteinas na faixa de 50 a
70"? em relagdo a biomassa total produzida pela levedura **
23,24.

A queda nos teores de agucares redutores e
carboidratos totais, apds o cultivo da levedura na vinhaga, ¢
explicado pelo consumo desse substrato incorporado na
biomassa proteica durante o cultivo das células da levedura.
A vinhaga se caracteriza por um coproduto rico em matéria
organica e isso vem despertando interesse na produgdo de
lipidios, pois esses tém composicdo semelhante aos 6leos
vegetais. O carbono presente na vinhaga também ¢é
incorporado as moléculas de lipidios™. Os resultados
obtidos estdo em concordancia com essa afirmativa uma vez
que foi obtido aporte de lipidios a vinhaga tratada (Tabela
1).

A vinhaga proveniente da industria sucroalcooleira
¢ um residuo acido, seu pH tem valores muito baixos, entre
3,7 a 4,6, e tem uma alta demanda quimica de oxigénio
(DQO), fatores que contribuem para torna-la um agente
altamente poluidor. Apds ser tratada por cultivo da torula, o
pH da vinhaga utilizada se elevou de 4.02 para 5.9. Esse

fato ocorreu porque a populagdo de leveduras promove a
oxidagdo da matéria organica que, quando se decompde, faz
aumentar o pH do meio *°.

Tabela 1 — Caracterizagdo fisico-quimica ¢ valores da
demanda quimica de oxigénio (DQO) da vinhaga in natura
¢ da vinhaga tratada

Item Vinhaga in Vinhaga
natura tratada
ATT mL % 2,53 1,43
SST% 1,20 1,60
Umidade% 97,5 98,4
Matéria seca g/100g 0,040 0,12
AR g/I* 10,61 1,72
Cinzas %* 21,5 34,9
Lipidios%* 9,5 40,3
Proteinas totais 16,0 14,9
g/100g*
Compostos fenolicos 243 4,97
g/100g*
Carboidratos totais%* 52,6 9,4
VET kcal/100g* 361,0 333,0
pH 42 5,9
DQO (mgO/L) 25.550 7.480

* Baseado no peso seco

A DQO inicial foi de 25.550 mg O.L™" Este valor
indica a quantidade de oxigénio necessaria para mineralizar
a matéria organica. O cultivo da torula na vinhaga reduziu a
DQO em 70 %, pois a DQO da vinhaga apds o crescimento
da levedura foi de 7.480 mg O.L"'. Portanto, esse
bioprocesso reduziu a carga poluidora desse substrato,
agregando maior valor a ele no que concerne a producdo de
proteinas de forma sustentavel e menos agressiva ao meio
ambiente > %%,

A anélise fisico-quimica da vinhaca indicou o seu
potencial para a producdo de biomassa proteica. Os
resultados para o pH e para a DQO comprovaram a
eficiéncia da levedura Candida utilis para tratamento de
efluentes com elevada carga organica e acidez, como ¢ o
caso da vinhaga.
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1 - Introduciao

No Meéxico a produgdo agroindustrial € uma das
atividades econdmicas de maior impacto sobre o balanco
comercial do pais. Por sua dimensdo, a agroindistria é
responsavel pela geracdo de grandes quantidades de
residuos. Somente a agroindUstria de manga Ataulfo
(Mangifera indica L.) do Estado de Chiapas, México,
produziu no ano de 2010 aproximadamente 36 mil
toneladas de residuos organicos’ oriundas do processo de
selecdo para a exportacdo e comercializacdo do fruto. No
mesmo estado, a atividade de engorda de suinos gera ao
redor de 4,3 mil toneladas anuais de dejetos®’. Ambos
residuos agroindustriais sdo potenciais matérias-primas para
a geracgdo de biogas (metano) por digestdo anaerobia.

O objetivo desse trabalho foi quantificar a
biodegradabilidade e o rendimento da producéo de metano
pelo método conhecido como Potencial Bioquimico de
Metano (BMP). O BMP é um indice de biodegradabilidade
anaerobia dos residuos de manga e dejetos suinos, que
determina o valor experimental da producdo méaxima de
metano gerado a partir de uma quantidade conhecida de
residuos organicos.

2 - Material e Métodos

Os residuos de manga (MA) e dejetos suinos (DS)
foram caracterizados fisico-quimicamente de acordo com as
normas mexicanas para aguas residuais modificadas para a
analise de residuos. A analise bromatolégica foi feita
conforme as normas mexicanas para alimentos. Todas as
analises foram feitas em triplicata.

O ensaio de biodegradabilidade anaerdbica para
determinacdo do BMP foi realizado como descrito por
Owen et al. (1979)°. Os ensaios de codigestdo anaerdbia
dos residuos de MA e ES foram conduzidos em biorreatores
de vidro (garrafas Schott™) de 250 mL. Dois tratamentos
foram estudados, o primeiro definido pela mistura de 30%
de MA e 70% de ES e o segundo, considerado como
controle, contendo 100% de ES. Os biorreatores foram
selados e incubados a 30°C em agitacdo a 120 rpm, por 40
dias.

O valor de BMP foi calculado em funcdo do volume de
metano produzido por grama de DQOy. em cada
tratamento. O volume de metano foi convertido a valores
equivalentes aos obteniveis em condi¢cbes normais de
pressdo e temperatura (0 °C, 1 atm e 22,4L gas mol™) de
acordo com a lei dos gases ideais.

3 - Resultados e Discussao

Os dados da caracterizagdo fisico-quimica dos residuos
de MA e ES séo mostrados na Tabela 1. Como se observa,
a relacdo STV/ST, que representa o percentual de matéria
organica em cada um dos residuos, foi de 93% para o MA e
76% para o ES, entretanto, ndo significa que toda essa
matéria organica possa ser degradada biologicamente.

Tabela 1 — Caracterizagdo fisico-quimica dos residuos
agroindustriais

MA ES Inoculo

ST (g L-1) 139,8 215,20 11,5
STV (g LY 130,9 164,4 7,2
STV/ST 0,93 0,76 0,62
DQOy (g L) 53,3 139,6 6,1
DBO;s (g LY 40,7 84,4 1,7
DBOyDQO 0,76 0,60 0,28
pH 4,2 8,0 6,8

*MA Manga Ataulfo, DS dejetos suinos, ST Sélidos totais, SVT
sélidos totais volateis, DQO demanda quimica de oxigénio, DBO
demanda biogquimica de oxigénio.

A relacdo DBOs/DQO, por outro lado, indica a fracdo
de matéria organica facilmente degradavel por acédo
microbiana, Os valores da relagdo DBOs/DQO para MA e
ES foram de 76% e 60%, respectivamente. Efetivamente,
esses valores representam a fragdo de matéria orgénica que
tem potencial para ser convertida a gas metano. E
importante relatar que um valor de 60% de matéria organica
biodegradavel ja aponta 0 ES como um cosubstrato viavel
para a codigestdo anaerébia. Ainda assim, é preciso
considerar a existéncia de uma diferenca acentuada entre os
valores de pH dos residuos de MA e ES, 4,2 e 8 unidades,
respectivamente (Tabela 1). O processo de digestdo
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anaerobia é muito afetado pelo valor de pH, ja que as
bactérias metanogénicas vivem em um pH entre 6,8-7,4
unidades.

A andlise bromatoldgica revelou que o residuo de MA
possui uma maior propor¢do de carboidratos (79,6%)
guando comparado com o ES (32,5%) (Tabela 2). Por
outro lado, o percentual de NTK é maior no residuo de ES,
com 20%, em comparacdo com o MA, que foi de 3,8%.

Tabela2. Composicéo centesimal dos residuos organicos

MA ES
Carboidratos (%) 79,6 32,5
Fibra Bruta (%) 8,4 22,7
NTK (%) 3,8 20,0
Lipideos (%) 5,6 59
Cinzas (%) 2,6 18,7

*NTK Nitrogénio total Kjeldahl

A producdo de metano foi possivel com um indculo pré-
adaptado que manteve uma atividade metanogénica
especifica de 0,02 gDQO gSTV™. Devido a isso, a fase
exponencial alcangou seu ponto maximo entre os dias 20-
25 para os dois tratamentos. A fase estacionaria teve uma
duracdo de 15 dias. Foram detectadas diferencas na
producdo de metano (BMP) da codigestdo anaerdbia do
tratamento 30% de MA:70% de ES, com uma producdo de
242412 mLCH, gDQO'l, e com o tratamento 100% de ES,
que foi de 178+19 mLCH, gDQO™. De acordo com o
trabalho de Astals ez al. (2011)*, quando se mistura dejeto
suino com um co-substrato se pode incrementar em até
125% a producdo de metano. Isso se deveria a um balanco
na relagdo C/N (carbono/nitrogénio) entre 20-40/1 e a
capacidade tamponante do ES que evitaria a
desestabilizacdo do sistema originado pelo possivel
acumulo de AGV’'s. Ja no presente trabalho, a mistura
MAES teve 138% de aumento na producdo de metano
comparado ao uso exclusivo de ES. Ainda assim, o BMP do
tratamento 100% de ES experimentado aqui, que foi de 178
mLCH, gDQO™, mostrou-se maior que o obtido por Astals
et al. (2012) %, que logrou um BMP de 95,7 mLCH, gDQO"
! Esta variacdo provavelmente seja dependente de varios
fatores, entre eles a origem e a composicdo do residuo.

Da estequiometria, sabe-se que 1 gDQO L%, sob
condicfes normais de pressdo e temperatura, produz 350
mL de metano (Lesteur er al., 2010)*. Com base nisso, o
tratamento com a mistura 30% de MA:70% de ES teve uma
biodegradabilidade de 69%.

Enquanto no tratamento com100% de ES chegou-se a
uma biodegradabilidade de 50%. Provavelmente, a
codigestdo favoreceu a biodegradabilidade em geral, pelo
aporte de carboidratos (80%) do MA.

Também ¢é possivel que o contetdo de fibras no ES possa
estar associado com a baixa taxa de biodegradabilidade do
tratamento 100% de ES durante o processo de digestdo.
Existem métodos alternativos para incrementar a

biodegradabilidade. Bouallagui et  al. (2005)°
implementaram uma hidrélise prévia que consistiu na
adicdo de NaOH a uma temperatura de 100°C a dejeto de
frango, obtendo um incremento de material solivel e
aumento da produgdo de metano.

A adicdo de residuo de manga, variedade Ataulfo, no
processo de codigestdo anaerébia com dejeto suino,
aumentou o valor de BMP, com obtengdo de 242 mLCH,
gDQO™ contra 178 mLCH, gDQO™, obtido somente pela
digestdo anaerdbia do dejeto suino. A adicdo de ES também
se mostrou responsavel pela manutencdo do pH a valores
préximos de 7, permitindo que a codigestdo fosse
conduzida em condicOes estaveis. A geracdo bioldgica de
metano é uma alternativa para a producdo de energia
renovavel, ao tempo em que também garante a mitigacao
dos impactos gerados pelo descarte inapropriado de
residuos organicos.
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1 - Introducao \

Geralmente as hemiceluloses (HC) sdo o segundo
constituinte que exibe mais abundancia na parede celular
vegetal e estdo dispostas estruturalmente entre a celulose e a
lignina*. As HC s&o copolimeros constituidos por pentoses,
hexoses e &cidos urdnicos. A xilana é o componente
majoritario das HC (70%), sendo encontrada na parede
celular da maioria dos vegetais. Esta apresenta estrutura
formada usualmente por xilose na cadeia principal (unidas
por ligagdes B-1,4-glicosidicas) e 4&cido glucurdnico e
arabinofuranose nas cadeias laterais®. Tais ligagOes
mencionadas podem ser hidrolisadas por endo-xilanases e -
xilosidases; as primeiras atacam fracdes de xilana para
produzir  xilobiose e xilo-olissacarideos, o0s quais
posteriormente, sdo desdobrados em xilose por acdo das B-
xilosidases®. Estas enzimas possuem grande importancia
biotecnolégica devido sua aplicacdo nas industrias do papel
(branqueamento da celulose), pdo (estabilidade da massa),
cerveja (filtracdo), bioetanol (fermentacdo de pentoses) e
alimento animal (degradacéo de fibra para dietas)”.

No ano 2013, 13500 ha de flores foram colhidos,
dos quais os residuos (1 ton/ha) s6 foram dispostos em
aterros  sanitarios, queimados ou destinados para
compostagem’. Assim, este trabalho objetivou aproveitar
esse tipo de bhiomassa lignoceluldsica para obter endo-
xilanases e p-xilosidases através de fermentagdo sélida
(FES), usando o fungo P. ostreatus linhagem PLOG,
avaliando os efeitos da temperatura, tempo e concentracdo
de substrato no processo de sintese.

2 - Material e Métodos \

O substrato foi caracterizado determinando teor de
lignina Klason (TAPPI T13M-54), celulose e HC pelo
método de clorito-4cido®. As FES foram realizadas em
triplicata em frascos Erlenmeyers de 250 mL, em pH 5,5 e
utilizando como indculo 5 discos miceliais (8 mm de
diametro) de 8 dias de crescimento do fungo em meio Agar
Batata Dextrose a 28 °C e pH 55. A producdo de
hemicelulases foi avaliada através de um planejamento
fatorial completo 2°, onde as variaveis de resposta foram as
atividades das endo-xilanases e B-xilosidases e os fatores
foram a temperatura (T: 24 e 32 °C), o tempo (t: 8e 15d) e

a concentracdo de substrato (CS: 20 e 30%). A solucéo
nutriente foi composta por 0,3 g/L de Mg(SO,)-7H,0,
0,00156 g/L de Mn(SO4)-H,0, 0,002 g/L de CoCl,, 0,0431
g/L Cu(S0O,)-5H,0, 0,005 g/L de Fe(SO4)-7H,0, 0,0014
g/L de Zn(S0,)-7H,0, 0,3 g/L de CaCl,, 1,5 g/L de
KH,PO,, 4 g/L de extrato de levedura, 0,001 ¢g/L de
tiamina e 0,2 g/L de tartarato de amdnio. Para a extracdo
das enzimas, a cada um dos frascos Erlenmeyers foram
adicionados 50 mL de agua destilada e homogeneizados por
1 hora a 200 rpm a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram filtradas em tecido tipo vual, centrifugadas a
2000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi filtrado
novamente em papel filtro. As atividades enzimaticas das f3-
xilosidases e endo-xilanases foram determinadas pelo
método  espectrofotométrico usando, respectivamente,
como substratos p-nitrofenil-p-D-xilopiranosidio (PNPX) e
xilana'.

3 - Resultados e Discussao

A composicao lignoceluldsica dos caules e folhas
(misturados) da flor e de outras fontes utilizadas para
produzir hemicelulases s&o exibidas na Tabela 1. Encontrou-
se que os teores de celulose e lignina dos residuos florais
estiveram dentro dos valores reportados para outros
substratos usados na producdo de hemicelulases, no entanto,
apesar de possuir um baixo contetdo de HC, os residuos de
alstroeméria  possibilitam uma produgdo de enzimas
hemiceluloliticas.

Tabela 1 — Composi¢do quimica do substrato

s Roftus g Tl

Celulose 36,1+0,24 25-45 10,5-14,8
HC 14,7+£0,14 28-32 35,5-39,2

Lignina 152+0,14 15-25 §8,3-12)5

*Valores em % (base seca)

A Figura 1 representa as influéncias dos fatores:
temperatura (T, 24 e 32 °C), tempo (t, 8 e 15 d) e
concentragdo de substrato (CS, 20 e 30%), sobre a
producdo de endo-xilanases (Figura 1a) e [P-xilosidases
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(Figura 1b). Observa-se que os fatores com maior influéncia
na producdo de enzimas hemiceluloliticas forama T e a CS,
0s quais exibiram um efeito de primeira ordem que
potencializou a sintese desse tipo de enzima quando o0s
niveis foram mantidos nos niveis altos (T: 32 °C e CS:
30%). Observa-se também, que o segundo efeito com a
maior significAncia sobre as atividades enzimaticas
corresponde a interacdo causada pelos fatores T e CS, o0s
quais aumentam os valores das variaveis de resposta quando
mantidos nos niveis altos. A configuracdo da CS foi
semelhante & encontrada por landolo et al. (2011)°, que
obteve uma méaxima atividade da endo-xilanase (76,9% U/g)
a partir de residuos de maca através do crescimento do
fungo P. ostreatus (Jacq.:Fr. tipo: Florida) linhagem ATCC
MYA-2306 usando a metodologia de FES conduzida com
uma CS de 29%. No trabalho de Liguori et al. (2015)%,
reportou-se que a maxima atividade da endo-xilanase (51,32
U/mL) foi atingida no nono dia usando 0 P. ostreatus da
mesma linhagem que o autor anterior usando celulose
micro-cristalina como substrato.

Figura 1. Gréfico de Pareto para os efeitos pesquisados a

95% de intervalo de confianga para: a) endo-xilanases; b) -
xilosidases

Outro fator que influenciou de forma significativa a
obtencdo das hemicelulases, mas em menor proporcdo que
os relatados anteriormente, foi o t, o qual exibiu um efeito
potencializador sobre a sintese de endo-xilanases, enquanto
seu nivel foi mantido no valor baixo (8 d), no entanto, o
efeito do fator t sobre as B-xiloxidases foi considerado
positivo enquanto seu nivel tomou o valor alto (15 d). Esta
tendéncia obtida tém muita relacdo com estudos prévios
realizados por Sanchez-Santillan e Torres-Salado (2015)*,
0s quais encontraram uma producdo maxima de endo-
xilanases ap6s 7 dias de FES em sacolas de polipropileno
usando bagagco de cana-de-aclcar como substrato de
crescimento para o fungo P. ostreatus linhagem IE8. A
combinacdo de T e t foram parecidas as condigdes de
obtencdo de endo-xilanases estudadas por Terrasan et al.
(2013)*?, que usou o fungo terméfilo Penicillium
Jjanczewskii sobre aveia em condigdo de cultivo submerso a
30°Ce8d.

Considerando as andlises estatisticas obtidas
através dos graficos de Pareto, as maximas atividades
enzimaticas forma atingidas na configuracdo T = 32°C, CS =
30% e t = 8 d no caso das endo-xilanases (77,1 U/g) e T =
32°C, CS =30% e t = 15 d para as B-xilosidases (67,3 U/g).
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1 - Introducao

A induastria do bioetanol de segunda geragdo ja ¢
realidade no Brasil. Entretanto existem muitos desafios para
o aumento da produgdo, da eficiéncia e para a reducdo do
custo de produgdo. A fracdo hemiceluldsica das biomassas
vegetais contém agucares como a D-xilose, L-arabinose, D-
glicose, mas ainda ¢ pouco utilizada para a produgdo de
etanol, pois necessita de agentes fermentativos ndo
convencionais. A fermentacdo de pentoses ¢ realizada por
organismos especializados como a levedura
Scheffersomyces stipitis. A presenga de compostos
inibidores resultantes da hidrdlise acida da hemicelulose
torna a produgdo de alcool a partir da hemicelulose ainda
mais desafiadora. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do processo de destoxificagdo por overliming no
desempenho de trés linhagens de Scheffersomyces stipitis
durante a fermentagdo alcoodlica de hidrolisados
hemicelulésicos da torta de dendé.

2 - Material e Métodos

A torta de dendé (Elaeis guineensis) foi cedida pela
empresa Agropalma, Belém, PA, Brasil. As linhagens de
leveduras  Scheffersomyces  stipitis  estudadas foram
NRRLY1214, NRRLY 7124 ¢ CBS 6054, cedidas pela
Fundagdo André Tosello. O preparo do hidrolisado acido
hemicelulésico da torta de dendé foi realizado adotando as
condigdes otimas do processo de pré-tratamento descritas
por Ferreira [1] (Tabela 1).

Tabela 1: Condigdes experimentais utilizadas para
obten¢do dos hidrolisados hemicelulosicos da torta de
dendé.

Valores
Fator L.

otimos
Concentracao de H,SO, (% m/v) 53
Concentracao de torta (% m/m) 29,0
Tempo (minutos) 61,5

Ap6s a hidrélise da torta de dendé, a fracdo soluvel foi
caracterizada quanto aos teores de acucares redutores,

glicose e compostos fendlicos totais. Os teores de furfural,
S-hidroximetilfurfural e acido acético também foram
mensurados, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A destoxificagdo do hidrolisado &cido foi
realizada pelo método de overliming descrito por Purwadi
et al. [2]. Apds a destoxificacdo, o hidrolisado tratada foi
caracterizado  quantos aos  mesmos  paridmetros
anteriormente relatados. O processo fermentativo foi
conduzido com duas abordagens. Foi realizada a
fermentagdo do hidrolisado destoxificado e do hidrolisado
ndo destoxificagdo (controle) em um primeiro ensaio. Na
segunda abordagema, o hidrolisado destoxificado e o
hidrolisado do destoxificagdo foram previamente diluidos
(1:1) com meio de cultivo proposto por Bellido et al.
(2011). Os processos fermentativos foram conduzidos em
frascos conicos de 125 mL contendo 25 mL de hidrolisado.
Foi usado inoculo com densidade celular de 1 DO na
proporc¢do de 10% v/v. A fermentacdo foi acompanhada a
intervalos de tempo regulares, em que foram avaliados as
concentragdes de acucares redutores, glicose e o
crescimento celular (contagem de células em camera de
Neubawer). Ao final do processo fermentativo foi dosada a
concentragdo de alcool de acordo com metodologia descrita
por Isarankura-Na-Ayudhya et al. [3]. Os dados obtidos
foram examinados por meio analise de varidncia e a
comparagdo de médias foi feita pelo teste de Tukey a 95%
de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
OriginPro ® Versio 8.

Os processos fermentativos foram avaliados quanto as
taxas de rendimento em etanol (Yps, Eetanol gawcar']),
Produtividade volumétrica (Qp, g L' h™) e Eficiéncia
fermentativa (Ef, %).

3 - Resultados e Discussao

A composi¢do quimica do hidrolisado acido
hemiceluldsico da torta de dendé antes e ap6s o tratamento
de destoxifica¢do encontra-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicdo quimica do hidrolisado acido
hemicelulésico da torta de dendé antes (HAH) e apos os
processos de destoxificagdo (HDO).

Componentes Tratamentos
HAH HDO
AR [gL"] 83,10 = 1,60 60,74 + 4,00
Glicose [g L™ 0,91 £ 0,02 0,52 + 0,01
CF [gL"] 0,66 + 0,03 0,44 + 0,02
AcA [mg L] 12,02 + 1,02 19,64 + 1,80
Furfural [mg L™ 489,50 246,20
HMH [mg L] 46,10 28,20

HAH=hidolisado &cido hemiceluldsico sem tratamento de destoxificagdo. HDO=
hidolisado acido hemiceluldsico destoxificado por overliming. AR=agucares redutores.
CF=compostos fenolicos totais. AcA=acido acético. HMH=>5-hidroximetilfurfural.

O tratamento acido resultou em hidrolisado 83,10+1,60
g L' de agucares redutores. A concentragdo de glicose no
hidrolisado 4cido (HAH) foi baixa, apresentando valores de
0,91+0,02 g L. Foi observado que a destoxificacio
utilizando overliming reduziu em 27% a concentragdo dos
acucares redutores. Esse fato pode ter ocorrido devido a
degrada¢do dos monossacarideos em pH alcalino [4]. O
mesmo fendmeno foi observado para os teores de glicose. A
concentragdo de acido acético presente no hidrolisado acido
foi de 12,0 g L. Este valor é superior aos relatados na
literatura para processos utilizando diferentes biomassas na
producdo do hidrolisado acido hemiceluldsico. Nao foi
observado remocdo de acido acético pelo tratamento de
destoxificacdo avaliado. A concentragdo CF encontrada no
HAH sem destoxificagdo foi de 0,66 g L. Estes valores
quando comparados com dados relatados na literatura
provenientes de hidrolisados hemicelulésicos de diferentes
matérias-primas pode ser considerado baixo. A remogdo
dos compostos fenolicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural
pelo método overliming foi de 65%, 50,3% e 38,8 %,
respectivamente.

O consumo de acucares redutores € o crescimento
celular das linhagens de S. stipitis durante o processo
fermentativo estdo ilustrados na Figura 1. No meio
fermentativo elaborado com o hidrolisado ndo destoxificado
ndo foi constatado nenhuma producdo de etanol, apesar de
ter sido observado crescimento celular. O consumo de
acucar no meio ndo destoxificado foi de cerca de 25%. No
meio destoxificado por overliming o consumo de agucar foi
superior a 90%. A produgdo de etanol foi observada para as
linhagens NRRLY 1214, NRRLY 7124 e CBS 6054 no
meio HDO e foram iguaisa 6,2 g L™, 6,13 gL' ¢2,7gL",
respectivamente. Os melhores valores de rendimento, Yps
(0,33+0,02) e de Qp (0,068+0,003 g h™") foram alcangados
pela linhagem NRRLY 7124 no meio HDO.

A diluicdo do hidrolisado HAH da torta de dendé
utilizando meio suplementado resultou em significativa

melhora no processo de fermentagdo para as trés linhagens
de S. stipitis.

L8 - LOOE+08
a -
o 75 £
w 1%]
g =
Q70 =
g
- - 1,00E+07 O
265 2
@ o
g © ’_\‘\’__« E
1 5
< 55 1,00E+06 Z
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo h
et NRRLY 1214 st NRRLY 7124 st CBS 605 A
e NRRLY 1214 === NRRLY 7124 «=t==(CBS 605
B

Figura 1. Perfil do consumo de agucares redutores e do
crescimento celular das linhagens de S. stipitis CBS 6054,
NRRLY 1214 ¢ NRRLY 7124 no meio naodestoxificado
(A) e no meio destoxificado por overliming (B).
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1 - Introducao \

Recentemente foi verificado que a solugdo aquosa
do glicerol, formada apds a hidrélise de dleos utilizando
catalisadores heterogéneos, pode sofrer a reagdo de reforma
em fase liquida (APR - Aqueous Phase Reforming) levando
a formacdo de hidrogénio e didxido de carbono. Este
hidrogénio pode atuar na reagdo de hidrogenacéo dos acidos
graxos livres (AGL), formando acidos graxos livres
saturados, 0s quais sdo de alta relevancia para industrias
alimenticias e oleoquimicas. Dessa forma, a hidrogenacdo
além de melhorar a qualidade dos AGL, permite a obtencéo
de um é&cido graxo especifico de maior valor agregado.
Catalisadores a base de platina, paladio e niquel sdo
promissores para este tipo de reacdo. Catalisadores a base
de niquel podem ser uma alternativa atrativa para este tipo
de processo devido ao menor custo.

Neste sentido, 0 presente trabalho busca selecionar
um catalisador ativo para a reagdo de hidrélise de 6leos
vegetais e para a reagdo subsequente, a hidrogenacdo dos
&cidos graxos a partir do H, obtido do glicerol. Os testes
cataliticos foram realizados com dleo de soja comercial,
catalisadores 15% NiO/y-Al,O3, calcinados a diferentes
temperaturas; e um catalisador bi metéalico Ni-Sn/ y-Al,O3,
razdo molar de Ni/Sn de 1:1.

2 - Material e Métodos \

Foram preparados catalisadores monometalicos
contendo 15% em peso de NiO, suportados em y-Al,O3 Os
catalisadores foram preparados pelo método da
impregnacdo seca do suporte com uma solugdo aquosa de
Ni(NO3),.6H,0. Os catalisadores obtidos foram entéo
calcinados a diferentes temperaturas, sendo estas: 300, 400
e 500 °C, por 4 horas. Estes foram entdo nomeados como
NiO-300, NiO-400 e NiO-500. Uma amostra, nomeada
como NiO-seco, ndo foi calcinada. O catalisador bi metélico
foi preparado a partir da impregnacdo seca do catalisador
NiO-seco, com uma solucdo aquosa de SnCl,, de forma a
obter a razdo molar de Ni-Sn desejada (1:1) e foram em
seguida calcinados a 300°C, por 4 horas. O teor em massa
obtido para o catalisador Ni-Sn foi de 17,2 % de Sne 8,6 %
de Ni.

A caracterizagdo foi feita através de analises de
Reducdo a Temperatura Programada (TPR) e Difracdo de
Raios-X (DRX).

Para a realizacdo das reagcdes de hidrolise foi

utilizado um reator batelada de 500 mL (Snipe-Tite),

equipado com um sistema de agitacdo e controlador de
aquecimento. As condigBes reacionais estudadas foram:
temperatura de 250 °C, pressao inicial em torno de 25 bar,
agitacdo entre 800-900 rpm, tempo de reacdo de 2 horas,
razdo massica de Oleo/agua de 1:1 e 10% (m/m) de
catalisador em relagdo ao Oleo. Dessa forma, a mistura
reacional consistiu em 100 g éleo de soja comercial, 100 g
de &gua e 10 g de catalisador.

Primeiramente, os reagentes Oleo e &gua foram
introduzidos no reator batelada e em seguida iniciou-se a
reacdo de reducdo ex-situ do catalisador, ou seja, em outro
reator, sendo este de fluxo continuo. Apds a reducédo, 0
catalisador foi transferido para o reator batelada. Em
seguida pressurizou-se o reator e iniciou-se o aquecimento e
a agitacdo. O tempo de reacdo foi considerado a partir do
momento em que Se atingiu a temperatura requerida. A
agitacdo foi mantida a velocidade constante. Os produtos
foram obtidos apdés 2 horas de reagdo e foram
primeiramente filtrados para a remocao do catalisador. Em
seguida, o filtrado contendo as fases oleosa e aquosa foi
transferido para um funil de decantacdo para a separacdo
das fases.

A concentracdo de triglicerideos foi obtida por
cromatografia gasosa, através do método EN 14105 (ASTM
D-6584). O teor de AGL foi determinado mediante
metodologia EN 14103 adaptada.

3 - Resultados e Discussao

A Figura 1 a seguir mostra os resultados de TPR
obtidos, indicando as temperaturas maximas de reducao.
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Figura 1. Perfis de TPR dos catalisadores testados.

Picos em temperaturas menores que 400°C, como
observado no Ni-seco e Ni-300, podem ser atribuidos a
decomposicdo de nitratos residuais. Picos entre 400 e
700°C, observado em todos os catalisadores calcinados,
podem ser relacionados a reducdo de espécies de 6xido de
niquel presentes na fase “bulk”, & redu¢do do NiO com
menor interacdo com o suporte, ou, ainda, a reducdo de
espécies Ni 2%, superficiais e altamente dispersas, a Ni
metalico. J& picos préximos a 900° C correspondem a uma
estrutura estavel denominada aluminato de niquel (Scheffer
et al., 1989).

Para os catalisadores NiO/Al,03, observou-se que
0 aumento da temperatura de calcinagdo promoveu o
aumento na temperatura de reducdo. Quando comparado ao
catalisador NiO-300, verifica-se que a adicdo de Sn também
faz com que a reducdo se inicie a temperaturas mais
elevadas.

A Figura 2 mostra os resultados de DRX dos
catalisadores, da alumina utilizada e do NiO obtido pela
calcinacdo do Ni(NO3)2.6H,0 a 400° C por 3 horas.

Figura 2. Difratogramas dos catalisadores testados

Os resultados mostram que a calcinagdo promoveu
0 aparecimento da espécie NiO nos catalisadores,
visualizada na posicdo 26 = 43, 2°. Segundo a ficha JCPDS
este pico € caracteristico da fase NiO cristalina (bunsenite de
estrutura cubica e grupo espacial Fm3m). O difratograma do
catalisador ndo calcinado ndo apresentou a fase NiO. No
catalisador bi metalico ndo foi verificado picos de difracdo
que possam ser atribuidos ao NiO Pode ter ocorrido a
formacéo de alguma espécie Ni-Sn-alumina, ocasionada pela
adicdo do promotor.

A Figura 3 mostra a conversdo de triglicerideos,
apos 2 horas de reagdo. A calcinagdo ndo promoveu nenhum
efeito significativo sobre a conversdo de TG. Uma
explicacdo para este resultado é que, teoricamente, a
hidrolise ocorre em sitios &cidos e todos os catalisadores
testados apresentam o mesmo teor de Al,03 (85 %), o sitio
acido no caso. A adigdo de Sn aumentou a conversdo de TG
para quase 100 %.

Figura 4. Conversao de triglicerideos.

A Figura 4 mostra o rendimento em &cidos graxos
livres totais.

Figura 5. Rendimento em AGL totais.

A Tabela 1 mostra a seletividade de acidos graxos
livres (AGL).

Tabela 1. Seletividade (%) de Acidos Graxos Livres (AGL)

Cle:d  C18:0 C18:1 C1g:2 Xm

5 100%:* 12,9 5,05 25,25 58,84 100
sfc (branco)** - - - - <]

y-Al203 14,39 E,51 24,72 33,98 99,48
Ni0-300 17,93 712 27,59 19,35 74,54
Ni0-400 23,01 15,9 21,50 43,09 73,95
NiD-500 21,73 15,59 20,43 44,66 73,50
NiO-dry 20,50 15,22 20,51 42,05 88,99
Ni-Sni:1 16,86 13,52 14,42 37,07 95,07

* considerando wma kidrdlize de 100% sem hidrogenagio
**sem oatalisador

UBERLANDIA - MINAS GERAIS
13 DE NOVEMBRO DE 2016

38



II WORKSHOP DO NUCLEO DE BIORREFINARIA DA REDE MINEIRA DE QUIMICA
& I WORKSHOP DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCOMBUSTIVEIS
DA UFVJM-UFU

Todos os catalisadores se mostraram estaveis e
ativos para a reagdo estudada. A y-Al,O3 apresentou uma
boa atividade, mostrando a importancia da densidade de
sitios &cidos. A calcinacdo e a adicdo do promotor Sn
proporcionaram a formacéo de acidos graxos saturados, o
que esta relacionado a geracdo in situ do glicerol através da
reacdo de reforma em fase liquida (APR).

4 - Agradecimentos \
Agradecimento a FAPEMIG pelo apoio financeiro.

5 - Bibliografia |

!Chenard, G. D; Salazar R.P.; Aranda D.G.A. Hydrolisysysis
Hydrogenation of soybean oil and tallow. Natural Science,
Vol.3, No.7, p. 530-534, 2011.

2King, J.W.; Holliday, R.L.;LIST, G. R. Hydrolysis of Soybean
Oil in a Subcritical Water Flow Reactor. Green Chem. 1, p. 261-
264, 1999.

3Moretto, E; Fett, R. Tecnologia de oleos de gorduras vegetais
tais na industria de alimentos. Sao Paulo, Varela, V.150, 1998.
*Scheffer B., Molhoek P., Moulijn J.A., Appl. Catal. 46, p.11,
1989.

*Wang, W. W; Thapalya, N; Campos, A; Roberts V, L. Hydrogen
fuels from vegetable oils via hydrolysis and thermo-catalytic
decarboxylation. Fuel, p. 622-629, 2012

UBERLANDIA - MINAS GERAIS
13 DE NOVEMBRO DE 2016

39



II WORKSHOP DO NUCLEO DE BIORREFINARIA DA REDE MINEIRA DE QUIMICA
& I WORKSHOP DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCOMBUSTIVEIS

DA UFVIJM-UFU

Isolamento, selecao e identificacao de leveduras selvagens com habilidade para
conversao de xilose a etanol

Raquel Valinhas e Valinhas®, Alexandre Soares dos Santos " e Lilian de Aratjo Pantoja *© *

“Programa de Pés-Graduacdo em Biocombustiveis — UFVJM; "Departamento de Ciéncias Basicas — FCBS/UFVJIM;
¢ Instituto de Ciéncia e Tecnologia — UFVJM
*lilianpantoja@gmail.com

Palavras Chave: Bioetanol, Hemicelulose, Fermentagdo alcoolica, Galactomyces geotrichum, Candida akabanensis

1 - Introducio

A busca por linhagens de leveduras fermentadoras de
pentoses ¢ uma demanda do processo de producdo de
etanol a partir de substratos lignoceluldsicos. A xilose,
proveniente dos processos de hidrolise da hemicelulose ndo
€ metabolizada por linhagens de leveduras convencionais,
como as da espécie Saccharomyces cerevisiae utilizadas na
maioria dos processos industriais para obtencdo de alcool
de primeira geragao.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo
isolar e identificar leveduras selvagens presentes em
biomassas vegetais e avaliar sua capacidade para converter
D-xilose em etanol.

2 - Material e Métodos

As leveduras foram isoladas em meio agar YNB (Yeast
Nitrogen Base 0,67%, D-xilose 3% e 1,5 % de agar)
incubado a 28°C por até 48 horas e purificadas meio agar
YMPD (Yeast Extract Malt Dextrose 0,3 %, de extrato de
levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5 % de peptona, 1%
de glicose e 1,5 % de Agar) por 48 horas a 28°C. A
habilidade dos isolados em fermentar xilose € produzir gas
foi testada em tubos de ensaio com rosca contendo meio
YNB e, no interior, tubos de Durhan invertido. As
linhagens selecionadas foram submetidas a processo de
fermentagdo alcoolica conduzido em batelada simples a
28°C sob agita¢do a 105 rpm em dois meios de cultivo. O
Meio I foi composto por 10,0 g L™ de peptona de soja, 10,0
g L' de extrato de levedura, 12,8 g L' de KH,PO,, 0,51 g
L' de Na,HPO,, 0,47 g L' de (NH,),SO;, 0,47 g L™ de
MgS0,7H,0, tendo 35,0 g L!de glicose € 20,0 g L'deD-
xilose como fontes de carbono e o Meio II composto de
20,0 g L' de D-xilose, 1,25 g L™ de ureia, 1,1 g L de
KH,PO,4, 2,0 g L' de extrato de levedura € 40 mL L da
solugio de micronutrientes (12,5 g L' de MgSO47H,0,
1,25 g L de CaCl,, 12,5 g L™ de é4cido citrico, 0,9 g L™ de
FeSO,7H,0, 0,19 g L' de MnSO, 03 g L' de
ZnS0,7H,0, 0,025 g L' de CuSO45H,0, 0,025 g L de
CoCl,6H,0, 0,035 g L de (NH4)sM00,44H,0, 0,05 g L™
de H;BO3, 0,009 g L' de KI e AI(SO4); 0,0125 g L™). A
intervalos de tempo regulares foram retiradas aliquotas
para avaliacdo do crescimento celular e consumo dos

agucares redutores. O processo fermentativo foi avaliado
quanto ao fator de rendimento de produgdo de etanol
(Ypss), a produtividade volumétrica (Qp) e a eficiéncia
fermentativa (Ef). Ao final de cada fermentagdo foi
determinada a concentracdo de etanol.

Os isolados com aptiddo para producdo de etanol foram
identificados através do sequenciamento de regides
variaveis do rDNA utilizando os iniciadores NL1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAA-3) e NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) para a amplificagdo do
dominio D1/D2 da regido rDNA 26S e os iniciadores ITS1
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para a amplificacdo
da regido ITS do rDNA 5.8S. As sequéncias obtidas foram
analisadas através do programa BLAST e comparadas com
as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank.

3 - Resultados e Discussao

202 linhagens foram capazes de assimilar xilose.
Somente quatro linhagens, codificadas como R10, R131,
R150 e R163, provenientes do inhame, bagaco de cana-de-
acucar, tomate e pimentdo, respectivamente, apresentaram
habilidade em fermentar a pentose.

Durante o processo de fermentagdo alcodlica os
acucares disponiveis foram quase que totalmente
consumidos nos dois meios testados, evidenciando a
habilidade dos microrganismos selecionados em consumir
xilose (Fig. 1A e B).

A B

Figura 1. Cinética do consumo de agucares nos Meios I e
I

As taxas de consumo de agucares foram diferentes para
todas as linhagens testadas no Meio I (Fig. 1 A) e
equivalentes quando testadas no Meio II (Fig. 1 B).
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No Meio I, foi possivel observar que a xilose foi
consumida mais lentamente ¢ que passou a ser utilizada
apos o consumo da glicose (Fig. 2). A literatura corrobora
a preferéncia de consumo das leveduras por glicose em
relagdo a outros aglicares'.

Cc D

Figura 2. Perfil de crescimento vs consumo de substrato no
Meios 1.

Os rendimentos (Yps) foram estatisticamente
semelhantes para os micro-organismos cultivados tanto no
Meio I quanto no Meio II (Tab.1).

O isolado R10, oriundo do inhame, foi o que
apresentou valores de Ypss (0,35 gp gs’l) e E;(69,4%) mais
altos. Os valores Qp obtidos no Meio I foram semelhantes
para as linhagens R10 e RI150, que diferiram
estatisticamente das demais (R131 e R163). No Meio 11
ndo houve diferenca significativa dos valores de Qp e
etanol para as linhagens estudadas. No Meio I a linhagem
R131 apresentou os maiores valores Qp (0,23 g L h™) e
etanol (14,05 g L"), sendo estatisticamente semelhante aos
resultados do isolado R163 no mesmo meio.

Zhang e Geng®, avaliando a capacidade de
fermentacdo de xilose de linhagens hibridas
(Saccharomyces cerevisiae com Pichia stipitis), obtiveram
rendimentos em etanol variando entre 0,28+0,01 a
0,31£0,03 g g', e produtividade volumétrica em etanol
entre 0,32+0,01 a 0,38+0,02 g L' h' em meios de
fermentacio contendo 150 g L de D-xilose. Constata-se,
portanto, que as linhagens pesquisadas neste trabalho
apresentaram taxas de rendimento proximas ou dentro das
faixas obtidas por estes autores. No entanto, ao comparar
os valores Qp, esta se mostrou inferior em mais de 70%.

Tabela 1 — Variaveis de resposta do processo fermentativo
nos Meios I, contendo 35 g L™ de glicose e 20 g L' de D-
xilose, e no Meio II, contendo apenas 20 g L™ de D-xilose.

Condigoes Ypss Ef Etanol Qr

x Isolados gpegsh) (%) gL (gL'nh
Meio I — 10 0,23 44,6 10,75 0,15
Meio I — 131 0,29° 57,6 14,05 0,23
Meio I — 150 0,22° 44,0 9,20° 0,13°
Meio I — 163 0,31° 60,8 13,65 0,19¢
Meio I — 10 0,35 69,4 5,03¢ 0,07°
Meio IT — 131 0,34 66,7 5,12¢ 0,07°
Meio II - 150 0,29 57,0 5,05°¢ 0,07°
Meio Il - 163 0,29° 57,4 4,70° 0,07°

Legenda: Yps= fator de rendimento de produgdo de etanol; Ef = eficiéncia
fermentativa; Qp= produtividade volumétrica; A presenga da mesma letra
entre as linhas indica ndo haver diferenga estatistica entre os valores com o
teste de Tukey (p=0,05).

As linhagens aqui isoladas e selecionadas foram
identificadas como Galactomyces geotrichum (R10 e
R150) e Candida akabanensis (R131). Ndo ha na literatura
registro de aplicacdo biotecnologica para a producio de
biocombustiveis a partir destas espécies. A linhagem R163
ainda nao foi identificada.

As condigdes fermentativas ndo foram otimizadas e
nem foram testados hidrolisados hemiceluldsicos, o que
deixa margem para estudo de otimizagdo. Os dados obtidos
geram boas perspectivas para o melhor aproveitamento de
acucares provenientes das etapas de hidrolise de materiais
lignocelulésicos, incentivando assim, a busca por novas
linhagens fermentadoras de xilose.
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1 - Introducao

Com o rapido aumento populacional, a deplecdo de
recursos naturais e a poluicdo ambiental, o bioetanol tem
atraido a atencdo como fonte de energia, pode ser uma
matéria-prima renovavel e possibilitar a diminuicdo dos
problemas ambientais gerados por combustiveis fésseis.

A biomassa lignocelulésica é uma matéria-prima
barata e prontamente disponivel para producdo de bioetanol ou
etanol celuldsico, cuja composicdo conta com uma rede
complexa de celulose, hemicelulose e lignina, o que envolve a
necessidade de etapas de pré-tratamento e sacarificacdo?.

O sorgo (Sorghum bicolor) é um cereal muito
utilizado na alimentagdo animal e produgdo de graos. O sorgo
biomassa, um dos cinco tipos diferentes desse cereal, é uma
matéria-prima promissora para a producdo de etanol celulésico
devido a baixa porcentagem de lignina em sua composicao,
cerca de 1 a 10%2. A lignina pode afetar negativamente a
acessibilidade das enzimas a celulose e, por isso, uma matéria-
prima reduzida em teor de lignina é interessante para a
producdo de etanol celul6sico3.

O processo de sacarificacdo da biomassa requer o uso
de celulases e hemicelulases. No entanto, as enzimas utilizadas
atualmente tém um alto custo, comprometendo a produgdo de
bioetanol celulésico em grande escala®.

Assim, o objetivo deste trabalho é potencializar a
producdo de celulases e hemicelulases, utilizando sorgo como
fonte de carbono e indutor da producdo das enzimas de
interesse e variando as fontes de nitrogénio, a fim de reduzir os

custos no processo de sacarificagdo da biomassa.

2 — Material e Métodos

A producdo de enzimas foi realizada por fermentacao
em estado sélido (FES) utilizando como inéculo o fungo
Aspergillus niger, linhagem SCBM1 (mesofilico, com
crescimento 6timo a 30°C).

A linhagem A. niger SCBM1 foi cultivada em placas
de Petri contendo meio agar Sabouraud estéril a 30°C. As FES
foram conduzidas em frascos erlenmeyer de 250 mL contendo
5 g de sorgo biomassa, variedade LE 268, cedido pela
Embrapa Milho e Sorgo e 5 mL de solucdo nutriente contendo
0,5% da fonte de nitrogénio, 0,3% KH,PO, 0,05%
MgSO,.7H20 e 0,05% CaCl,, em 1 L de dgua destilada.

Palavras Chave: Sorgo biomassa, celulases, hemicelulases, fermentacao em estado sélido, Aspergillus niger.

Foram realizadas quatro fermentagdes, cada uma com
uma fonte de nitrogénio diferente, a saber: sulfato de amonio,
uréia, peptona e extrato de levedura, todos a 0,5%.

Ap6s autoclavados, os frascos foram acrescidos de 5
discos miceliais de aproximadamente 0,5 cm de didmetro cada
do meio de cultura contendo o microrganismo e o volume de
solucdo nutriente completado até 20 mL. As fermentagoes
foram conduzidas por sete dias a 30°C.

A cada 24 horas, foram adicionados 50 mL de agua
destilada em cada erlenmeyer e os frascos foram
homogeneizados por uma hora em agitador a 200 rpm e
temperatura ambiente. As amostras foram filtradas em tecido
tipo vual, e centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos. Os
extratos foram novamente filtrados em papel de filtro e
estocados a -20°C para posterior dosagem enzimatica.

As atividades das enzimas analisadas neste estudo
foram as celulases [-glicosidase, carboximetilcelulase e
avicelase, e as hemicelulases xilanase e [-xilosidase.

As atividades das enzimas [-glicosidase e [-
xilosidase foram quantificadas utilizando p-nitrofenil B-D-
glicopiranosideo 4 mM (PNPG, Sigma) como substrato para
quantificar [-glicosidase e p-nitrofenil B-D-xilopiranosideo
(PNPX, Sigma) para quantificar -xilosidase. A concentracdo
de p-nitrofenol (pNP) liberado foi determinada por
espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 pmol de pNP por minuto de reacdo, a
partir da curva padrao de pNP>.

As atividades de  xilanase, avicelase e
carboximetilcelulase (CMCase) foram determinadas com
xilana, avicel ou carboximetilcelulose a 1% como substratos,
respectivamente, e os acucares redutores liberados foram
quantificados pelo método do DNS (4cido 3,5-
dinitrosalicilico)®. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
1 pmol de glicose ou xilose por minuto de reagdo, determinado
a partir de curva padrdo de glicose ou xilose, respectivamente.

3 — Resultados e Discussao

Nos resultados obtidos, para as quatro fontes de
nitrogénio avaliadas, a peptona mostrou-se mais promissora
para estudos posteriores de producdo de enzimas (Figura 1).
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Para a -glicosidase, os melhores resultados obtidos,
em unidade de atividade enzimética por grama de substrato,
foram 63,61 U/g em 168 horas de fermentacdo utilizando
peptona, e 55,26 U/g em 72 horas para extrato de levedura.
Para [-xilosidase, peptona e extrato de levedura obtiveram
resultados parecidos, com producdo de 64,88 U/g em 144
horas de fermentacao utilizando peptona e 63,95 U/g em 168
horas para extrato de levedura. A xilanase também obteve
resultados semelhantes, para peptona e extrato de levedura,
com maximo de atividade de 300 U/g em 72 horas de
fermentacdo para peptona, e 327,37 em 96 horas para extrato
de levedura. A avicelase s6 apresentou atividade quando em
fermentacdo utilizando peptona como fonte de nitrogénio, com
maximo de producdo de 30,64 U/g em 72 horas de
fermentacdo. Ja a carboximetilcelulase (CMCase) apresentou
atividades semelhantes para peptona e extrato de levedura,
com maximo de producdo de 41,47 U/g em 120 horas para
peptona e 43,52 U/g em 168 horas de fermentacado para extrato
de levedura (Figura 1).

Em estudo semelhante utilizando o fungo Neurospora
crassa e palha de sorgo como fonte de carbono, Dogaris et al.,
2009 reportou valores de atividade enzimatica inferiores
quando comparado aos do presente estudo, exceto para
endoglucanase (carboximetilcelulase). Este mesmo autor
relatou atividades enzimaticas mais baixas quando fontes
organicas complexas como peptona e extrato de levedura
foram empregadas’.

Figura 1. Producdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas por
Aspergillus niger, utilizando sorgo biomassa e diferentes fontes de
nitrogénio.

A acdo em conjunto dessas enzimas na hidrolise
apresenta um maior rendimento em glicose livre. Dessa forma,
peptona e extrato de levedura apresentaram resultados
semelhantes para quase todas as enzimas testadas, porém
apenas a peptona apresentou atividade de avicelase
satisfatoria, dentre todas as fontes de nitrogénio testadas, e esta
entdo foi a escolhida para testes futuros de produgdo de
enzimas.

Portanto, tem-se como conclusdo deste trabalho que a
peptona (como fonte de nitrogénio) e o sorgo biomassa (como
fonte de carbono) foram bons indutores na producdo de
enzimas por Aspergillus niger, sendo um substrato promissor
para estudos posteriores, que contardo ainda com a mistura de
diferentes razodes de fontes de carbono, como sorgo biomassa e
farelo de trigo.
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1 - Introdugéo hidroximetilfurfural também foram identificados. Em

SCB2, os acUcares foram preservados, destacando-se a

O Brasil se destaca por ser o maior produtor mundiglajor recuperagdo de xilose ocasionada pelas condicées
de cana-de-agucar A partir do processo de extragdomais brandas.

redizado nas usinas, gera-se 0 bagaco de cana, uma
importante fonte para obtencdo de precursores cOoMTapela 1 —Quantificaciio dos hidrolisados apds os pré-

relevante interesse comeréialUm melhor aproveitamento tratamentos (% m/m)

dega biomassa pode ser conseguido a partir de um pré-

tratamento adequado, porém esta etapa representa cerca de Compostos SCB1 SCB2
20% do custo em biorrefinariels Neste trabalho, o pré- Xilose 5.38 10,98
tratamento do bagaco de caimanatura (SCB) com acido Arabinose 0,27 0,33
acético, foi otimizado visando maximizar a perda de massa Glicose 0,75 )
(SCB1) e a recuperacdo de xilose (SCB2). Os principais Furfural 3.85 0,22
compostos presentes no hidrolisado foram quantificados por HME 0,19 0,02
HPLC e as fracdes solidas recuperadas apds os pré- Acido férmico 1,68 2.05
tratamentos foram caracterizadas para verificar possiveis Acido latico 1,19 0,42
alteracdes estruturais. A utilizacdo deste acido apresenta Acido glicélico 1,40 1,09
vantagens quanto a hidrolise da fracdo hemicelulésica e Acido levulinico 4,09 3,12

deslignificacdo, além de ser mais barato e menos corrosivo

aos reatores quando comparado co acidos minerais, A caracterizagdo das fragdes sélidas demonstrou que

podendo ainda ser recuperado ao final do protesso em SCB1 ocorreu uma maior deslignificacdo do material,
enquanto em SCB2 foi favorecida a hidrolise da

2 - Material e Métodos hemicelulose (Tabela 2).

O bagaco de cana (10% umidade) foi triturado e a Tabela 2 —Composicdo quimica de SCB, SCB1 e
fracdo com granulometria entre 500-850 pm usada nos SCB2 (% m/m)
ensaios. O pré-tratamento foi realizado em reator fabricado

em aco inox (325 mL), pressurizado com argonio. Paraggsaio Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extrativos

otimizacdo, delineou-se um planejamento fatoritf)2 ~scB 32,68 2823 26,98 194 10,32
segiido de um planejamento no composto central (PCC) €cB1 38,62 23,93 2277 167 9,70
analise de superficie de resposta. Os composteg-g, 3620 21 52 2575  1.70 978

hidrolisados foram quantificados por HPLC e as fracdes
sélidas caracterizadas através de analises de difracao de

. Ambos pré-tratamentos removeram uma quantidade
raios-x (DRX)’ TGA’. DSC, elementar (CHNS/O) e demaior de compostos oxigenados. A retirada destes
poder calorifico superior (PCS).

compostos aumentou a populacdo de ligagdes do tipo C-C,

3 - Resultados e Discussao mais energéticas, ocasionando uma elevacdo no PCS dos

o L L materiais pré-tratadé¢Tabela 3).
A analise de superficie de resposta (graficos nao

mostrados) ~ revelou que condicGes mais severas  pphai5 3 _Resultados da analise elementar (% m/m)

favoreceram a perda de massa (SCB1: 104 min/176°C) e de PCS (kJ kj de SCB, SCB1 e SCB2

enquanto condicbes mais brandas foram ideais para a

recuperacdo de xilose (SCB2: 62 min/155°C). A andlise dos Ensaio C m N S o) PCS

hidrolisados mostrou que em SCB1, a formacao de produtos SCB 4633 622 035 082 4630 17.836

de degradacédo (Tabela 1) foi maior devido as condi¢cdes SCB1 4945 660 019 084 4294 19.354

utilizadas, com destaque para furfural e o acido levulinico. ' ' ' ' '

Os &cidos férmico, latico e (glicdlico, além do SCB2 47,09 6,40 0,17 0,83 45,53 18.385
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enzimdtica ou ainda isolamento da celulose cristalina ou da
A remocdo das fracdes amorfas apOds os prégnina para a construcdo de biocompdsitos.
tratamentos, ocasionou um aumento na cristalinidade dos
materiais, 0 que facilita 0 acesso em processos de hidrgg -
enzimaticd Além disso, esta remocdo contribuiu para u
diminuicdo nas entalpias de degradac@Hdy) dos Agradecimento a FAPEMIG e a CAPES-PNPD 2957/2011
materiais pré-tratados, o que pode ser interessante para

rocessos de conversao térmica. R :
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Figura 1. Difratogramas de SCB, SCB1 e SCB2.

lEndo

Figura 2. Curvas DCS de SCB, SCB1 e SCB2.

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar
gue o pré-tratamento proposto € passivel de aplicagdo em
biorrefinarias, podendo ser direcionado para a obtencéo de
aclicares e/ou outros precursores com aplicagdo nas
indUstrias quimica, farmacéutica e de materiais, além de
possibilitar um reaproveitamento dos residuos gerados apos
esta etapa, para a producdo de briquetes, hidrélise
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1 - Introducio

Nos ultimos anos, a busca pela hidrélise efetiva de
residuos lignocelulésicos se tornou alvo de inimeras
pesquisas em todo mundo. Estudos utilizando enzimas tém
sido realizados na busca de processos hidroliticos com
elevado rendimento em agucares fermentesciveis'.

Com o intuito de aumentar a eficiéncia no
reaproveitamento da biomassa, a hidrolise enzimatica
ocorre em condi¢des mais brandas de pH e temperatura e
sem a formagédo de subprodutos!.

Para a hidrolise de residuos lignoceluldsicos ¢
necessario um coquetel de enzimas, como por exemplo, as
celulases: endoglucanase, exoglucanase e b-glicosidase e
alguns microrganismos, em especial fungos filamentosos,
tém alto potencial para produgdo de enzimas hidroliticas
eficientes?. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho
foi realizar a hidrélise enzimatica do bagago de cana in
natura e pré-tratado com hidroxido de sédio (NaOH),
utilizando um extrato bruto, rico em celulases e xilanase,
produzido por Aspergillus niger linhagem SCBM1.

2 - Material e Métodos

O pré-tratamento foi realizado utilizando 100 g de
bagaco e 2,5L de solugdo de hidroxido de sodio (NaOH)
2%. As amostras foram submetidas a refluxo em extrator
soxhlet, durante 4 horas a 121°C. Posteriormente, o residuo
foi triturado e lavado até que o filtrado obtivesse pH igual a
7,0. A amostra foi entdo seca em estufa por 12 horas a
50°C.

A produgdo de enzimas por fermentagdo em
estado solido (FES) foi conduzida a 30 °C em frascos
erlenmeyer contendo uma mistura de 5 g (1:1) de bagaco de
cana in natura ¢ farelo de trigo, acrescido de seis discos
miceliais do fungo 4. niger SCBMI e solugdo nutriente
para o volume final de 20 mL. O periodo de incubagdo foi
de até 196 horas. A atividade enzimatica da FPAse foi
determinada conforme descrito por Ghose® e expressa
FPU/g de substrato seco.

A sacarificagdo foi feita em erlenmeyers de 50 mL,
contendo 20 mL de uma mistura de: 5 mL de tampao citrato
(0,05 mM, pH 4,8), bagagco bruto ou pré-tratado (3% de
massa seca) previamente umedecido por 24 horas, extrato
enzimatico (10 FPU/g de celulose) e agua destilada. Os
frascos foram vedados e incubados a 50 °C, sob agitagdo
de 150 rpm por 24 horas. Posteriormente, os hidrolisados
foram filtrados em filtro milipore de 0,22 um e os agucares
liberados (glicose, xilose e arabinose) foram quantificados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Efficiency
Liquid Chromatography - HPLC).

3 - Resultados e Discussao

A composi¢do quimica das amostras de bagaco in
natura e pré-tratado utilizadas neste trabalho, sdo
apresentadas na tabela a seguir.

Tabela 1. Composi¢do quimica do bagaco bruto (BB) e
pré-tratado (BT).

Propriedades BB BT
Cinzas 0,65 0,22
Lignina Klason Total 26,14 14,90
Celulose 54,36 75,04
Hemiceluloses 13,52 12,78

Apos a FES, foi possivel obter uma boa atividade
enzimatica da FPase, sendo o maior valor registrado em
196h com 1,02 FPU por mL (Figura 1).
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Figura 1. Atividade de FPAse no extrato enzimatico
produzido por A. niger SCBM1.

No trabalho descrito por Pereira et al.* a maior
producdo da FPAse (0,24 FPU) foi obtida apés 96 horas de
incubacao, utilizando 0s fungos termofilicos
Myceliophthora sp. JCP 1-4 e Rhizopus sp. DABM 11/44
na FES. No nosso estudo, ap6s 96 horas foi encontrado 0,76
FPU/g de bagaco. Portanto, esses dados sugerem que a
linhagem A. niger SCBMI1 demonstrou ser uma boa
produtora desse tipo de celulase.

A liberagdo de agucares foi quantificada no tempo
unico de 24 horas de sacarificagdo, tanto nos hidrolisados
utilizando bagago bruto como pré-tratado (Tabela 2),
porém, nao foram detectadas quantidades significativas de
acicares no hidrolisado utilizando bagaco in natura,
confirmando a importancia do pré-tratamento da biomassa.

Tabela 2. Agucares liberados apds hidrélise do bagago in
natura e apos pré-tratamento alcalino (utilizando 3% massa
seca, extrato de 4. niger SCBMI1 contendo 10 FPU por
grama de celulose, 50 °C, 24 horas).

Bagaco de Agucar g/ L
cana Arabinose Glicose Xilose
in natura - - -
pré-tratado 0,39 +£0,04 9,71+2,73 3,396+ 0,04

Os rendimentos de Arabinose, Glicose e Xilose
foram calculados a partir da equagao:

Rendimento (%) = (g de glicose ou xilose ou
arabinose / g de celulose ou g de hemiceluloses presente na
amostra de bagaco usada na sacarificagdao) * 100

Apds o processo de sacarificagdio o maior rendimento
obtido foi de xilose com 94,34% (Figura 2).

Figura 2. Rendimento de glicose, xilose e arabinose
obtido apo6s a sacarificagdo do bagago pré-tratado.

Em recente publicagdo, Pereira et al.> encontrou
valores menores dos agucares glicose e xilose (4,19 e 1,92
g/L), utilizando bagago de cana pré-tratado com ozbnio e
extrato enzimatico Myceliophthora thermophila JCP 1-4.

Os dados obtidos indicam que o 4. niger SCBM1
mostrou ser bastante promissor na produgdo de enzimas e
na hidrélise da biomassa lignoceluldsica para aplicagdo na
producdo de etanol de segunda geragdo. Além disso, a alta
liberacdo de glicose e xilose apos a hidrélise do bagago pré-
tratado e a auséncia destes aglicares apos a hidrdlise do
bagaco in natura mostrou que o pré-tratamento foi eficiente
na desestruturagdo da biomassa, reafirmando a importancia
desta etapa para no processo de hidrolise.
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1 - Introducgao
As lipases catalisam a hidrolise de 6leos em mo 3 - Resultados e Discussao

diacilglicer6is e acidos graxos livres. Sdo amplamente
produzidas por micro-organismos, formando um grup
biotecnolégico importante de enzimas com diversa oo Ve 0-c,
propriedades e especificidades. Entre suas aplicacdes / ve=o - venen”
biocatélise tem revelado uma promissora tecnologia par son T
sintese organica. Enzimas imobilizadas sdo mais estaveis o’
que as formas de enzimas livres, assim a imobilizacdo
torna uma excelente ferramenta aliada a aplicacédo
biocatélise. Este trabalho teve como objetivo imobilizar a
lipases de Bauveria bassiana e Trichoderma
pseudokoningiiem acetato butirato de celulose (ABC),
nanofibras de celulose (NFC) e octanoato de celulose (OC
realizar ensaios para a producdo de ésteres metilic
(biodiesel), com as lipases imobilizadas e caracterizar 400 30 3000 2800 2000 1500 000 500
produto obtido por cromatografia gasosa acoplada Numero de ondalcm
espectrometria de massas (CG-EM).

vC-H
2910em™  vC=0

f

(¢)oC

Unidades Arbitrarias

Figura 1. Espectros na regido do infravermelho para: (a)

2 - Material e Métodos ABC, (b) NFC e (c) OC.

Para a preparacéo dos derivados celuldsicos foramA modificagdo quimica da celulose pode ser observada
empregados celulose microcristalina. Os reagentegravés do aparecimento das bandas de estiramento do
empregados sem purificagdo prévia, sdo todos em grau Pgrepo C=0O ligado ao grupo funcional éster. A insergdo
PS e foram utilizados na sintese dos derivados de celuldgste grupo funcional aliada as mudancas observadas nos
tais como o acetato butirato de celulose (anidrido acéti@spectros infravermelho dos derivados celulésicos em
anidrido butirico, &cido acético, acido sulfdrico) e octanoatomparacdo a NFC, que mantem 0S mesmos grupos
de celulose (cloreto de octanoila, piridina, cloreto de litiduncionais da celulose original, confirmam a modificacdo

dimetilacetamida). guimica da celulose.
O processo de imobilizacdo ocorreu por simples
adsorcéo, overnight. Foi utilizado o tampé&o fosfato Tabela 4.Ensaios de imobilizacdo das enzimas em suportes

de sadio, pH 7, na concentragdo de 5 mM para favorecep@iméricos

imobilizagdo por adsorcdo. A atividade lipasica foi

acompanhada popNPP1 e as proteinas totais foram Suportes/Porcentagem de

determinadas pelo método de Bradford. Lipases/fungos imobilizacéo (%)
Para a producdo dos ésteres metilicos (biodiesel),

utilizamos metanol e temperatura em torno dé€C37

diferentes estratégias foram empregadas para realizagdo daFichoderma 50 * 16

reacbes enzimaticas considerando os diferentes fatores qugseudokoningii

influenciam a atividade enzimatica e o desempenho da

reacoes.

NFC ABC oC

” Beauveria bassiand 50 85 37

*A imobilizagdo daTrichoderma pseudokoningém acetato butirato de
celulose néo foi satisfatoria.
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Figura 3. Cromatograma da separacdo de porcbes do
Paaa determinacdo cromatografica do produto da reacfwterial sintetizado pelBeauveria bassianamobilizada

enzimatica, 50 pL do produto foram diluidos em 100 pL d¥n diferentes suportes.
n-heptano. A mistura foi agitada e acondicionada em freezePara as por¢ées do material sintetizado pela lipase
(~ -4 °C) até o momento da anélise. Uma mistura deichoderma pseudokoningimobilizada nos suportes de
padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos, C4-C24,nenofibras de celulose e octanoato de celulose submetidas a
preparada pela solubilizacdo de 100 mg dos ésteres listadbglise cromatografica por CG-EM, os resultados obtidos
na Tabela 1 para 10 mL de n-heptano, produzindo urf@o apresentados na Figura 4.
solucao, denominada de solucdo estoque, nas concentracdes
indicadas para cada éster metilico na Tabela 1.

Tabela 1 Mistura padrao de ésteres metilicos dos acidg
graxos empregadas para a identificacdo dos produtos
catalise enzimatica na obtencao de biodiesel.

Intensicade (1)

Ester matilice do dcido graxo Conc. nominalna — [Sol. Estogue] :

mistura (% m/m) mg L
1- Butirato de metila C-L0| 40 400,0
2- Octznoato de metila Cc8:0 40 400,0
3 Decancat de metla c1e:0 40 4000 Figura 4. Cromatograma da separacdo de porcbes do
4- Undecanoato de metila C11:0 20 200,0 - . - - . .
P o — v " 000 _mater_lgl smtetlzgdo pelaTrichoderma pseudokoningii
6 Trdecamonto de metla c150 20 2000 imobilizada em diferentes suportes.
7- Miristato de metila C14:0 4.0 400.0
8- Miristoleato de metila C14:1 20 200,0 3 R .
[ R——n cI50 20 2000 De acordo com a Figura 4, a lipaggichoderma
o z:“‘) 42 4222 pseudokoningindo apresentou a mesma eficiéncia para a
FE T ew—— 160 0 000 conversdo do 6leo de soja em biodiesel corBeauveria
13- Pamiolesy demetla cio:t 20 2000 bassiana Os resultados obtidos, seja com a enzima
14- Heptadecanoato de metila C17:0 20 200,0 . o -
T v —— o 5 2000 imobilizada no octanoato de celulos_e ou em nanofibras de
16- Estearato demetla c18:0 40 4000 celulose, sdo similares entre si e apresentam uma
17- Elaidato de metila C18:1ndt 20 200,0 H H H'H H A H
R — e - o0 quantlo!ade S|gn|f|<_:a_1t|_va~de substgnmas, prova\{elmente,
19- Lnolato demetia cis2 20 2009 provenientes da lixiviagdo da enzima e de residuos da
3"1'2‘""‘:‘““‘: e = > it matéria prima ao longo de toda a andlise cromatogréfica, no
21-Linolenato de metila 3 2,0 200, - . , -
FrRTTr——— T 20 2000 entanto, sem a formacdo efetiva de ésteres metilicos de
- Anqudao demela c20:0 40 4000 acidos graxos. Esses resultados confirmam a necessidade de

purificacdo do produto da sintese apds o término da reacéo,
Para a enzimaBeauveria bassianaimobilizada nos como apontado anteriormente nas porgées do material
suportes de nanofibras de celulose, acetato butirato glgtetizado pela enzinBeauveria bassiana
celulose e octanoato de celulose foram coletadas porgdes

dos materiais sintetizados e submetidas a ané

cromatografica por CG-EM. Os resultados obtidos 4 - Agradecimentos
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Palavras Chave: biomassa, sacarificagdo, biocombustiveis.

1 - Introducao \

O bioetanol lignoceluldsico ganhou interesse substancial
por muitos pesquisadores na producdo de bioetanol.
Contudo, a recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica ainda
€ um obstaculo para melhorar a eficiéncia no processo de
sacarificagdo."

A biomassa lignocelulésica contém 30-50% de celulose;
10-40% de hemicelulose, 5-30% e pequenas quantidades de
minerais, 6leos sollveis, aglicares e outros componentes . A
densa rede de ligac6es intramoleculares/intermoleculares de
hidrogénio na celulose,heteropolissacarideos ramificados de
cadeia curta de hemicelulose e ligninas constituidas de
polimeros amorfos tridimencionais formam uma rede
complexa na biomassa lignocelulésica.” .

O pré-tratamento tem como objetivo desestruturar a
matriz para diminuir o grau de cristalinidade da celulose e
aumentar o percentual de celulose amorfa, que é a mais
suscetivel a um ataque enzimético subsequente.®

Ataques &cidos sdo comumente utilizados nos pré-
tratamentos, sendo capazes de remover a hemicelulose,
quebrando as liga¢des quimicas fortes para produzir mono e
oligossacarideos soltveis em altas temperaturas®.

H& um interesse crescente no uso de microondas como
uma ferramenta no tratamento de biomassa lignocelulésica

As microondas sdo ondas eletromagnéticas, cujas
frequéncias situam-se entre 300 MHz e 300 GHz, por
definicdo geral. Enquanto que em sistemas de aquecimento
convencional, a transferéncia de energia é o resultado dos
gradientes de temperatura, a energia de microondas é
transferida diretamente para o material a ser aquecido pela
radiagdo eletromagnética, sendo este aquecimento mais
direto, répida e uniforme de aquecimento convencional.

Este trabalho teve como objetivo determinar a
concentracdo do &cido e o tempo de irradiacdo de
microondas 6timos para o pré-tratamento de bagago de
cana-de-agucar, bem como utilizar extratos enzimaticos
brutos para a sua hidrélise e subsequente fermentacdo, com
a determinagdo do rendimento etandlico.

2 - Material e Métodos |

Amostras de material lignocelulésico foram lavadas
em &gua corrente e secas em estufa com circulagdo
forcada de ar, a 40 °C até massa constante, em seguida
moidas em granulagdo de 50 mesh e entdo armazenados de
modo hermético.

A otimizacdo foi realizada através de metodologia
de superficie de resposta com delineamento fatorial de
segunda ordem, design rotacionado em cinco niveis e duas
varidveis, concentracdo de 4cido (1 a 5% v/v) e tempo de
irradiacdo (1 a 5 horas, com intervalos). O mesmo
consistiu em 13 experimentos com quatro (22) pontos
fatoriais, quatro pontos axiais, com a = 1,414 e ponto
central com cinco replicatas.

Foi realizada a andlise de carboidratos e
oligossacarideos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com tecnologia Dionex para detecgdo de ions,
utilizando como fase mével, hidrdxido de sodio (pH 11).

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos por
incubacdo dos isolados flngicos FLQT7-1, FLQTS8-1,
FLQT9-1 e FLQT9-2. Os valores de pH e temperatura
para maxima atividade celulolitica foram obtidos por
analises de superficie de resposta em experimento central
composto, com valores pH entre 2,3 e 8,7 e temperatura
entre 33 e 96 °C.

O bagaco de cana-de-agucar — bruto e pré-tratado
— foi submetido ao processo de sacarificagdo e
fermentacdo em duas etapas. Inicialmente, foi adicionado
extrato enzimatico bruto, com carga enzimética de 10
FPU g de bagaco, e mantidos por 24 horas no pH e
temperatura para méaxima atividade celulolitica Foram
adicionados, entdo, 2% m/v de levedura comercial S.
cerevisae YP0O4 e mantidas por mais 72 horas a 30°C. A
dosagem de etanol foi feita através do método do
dicromato acido (Pacheco, 2010).

3 - Resultados e Discussao

Através da andlise de superficie de resposta
(apresentada aqui como grafico de contorno na Figura 1)
obteve-se a seguinte equacdo de regressdo: Glicose(g.L™?) =
Glicose = 0,0201 + 0,02729 CONC% + 0,04356 TEMPO -
0,004881 CONC%2 - 0,007631 TEMPO2 + 0,000750
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CONC%*TEMPO, com R? igual a 0,9612, valores 6timos
para maximo de glicose iguais a concentracdo &cida de
3,02% (v/Vv) e 3 horas de irradiacdo, a poténcia de 10%.

Glicose
] < 007
007 - 008
008 - 009
009 - 010
010 - 011
Woll - 012
Woi2 - 013
] > 013

TEMPO

Figura 1. Grafico de contorno para glicose em funcéo da
concentracdo de acido e tempo de irradiacdo.

Lee et al (2017) utilizaram esta mesma
concentracdo 4cida e irradiacdo por feixes de elétrons no
pré-tratamento do miolo de Kenaf com 500kGy obteve-se
uma reducdo de 27,7 no indice de cristalinidade e um
rendimento de 76,3% na hidrélise enzimatica’.Resultados
apresentados por Zhu et al.(2016), que a combinacdo de
microondas e ataques acidos pode produzir seletivamente
glicose a partir de bagaco de cana e Miscanthus *.

A atividade celulolitica maxima para os extratos
enzimaticos brutos esta indicada na Tabela 1, na qual pode-
se notar que todos os isolados flngicos apresentam
atividades celulitica maxima em pH levemente &cido e
temperaturas em torno de 50 a 60 °C.

Tabela 1 — Valores de pH e temperatura para maxima
atividade celulélitica dos extratos enzimaticos brutos

Tabela 2 — Producdo de Etanol a partir de bagago de cana-
de-aclcar bruto e pré-tratado (Valores expressos em Litros
de Etanol produzidos por tonelada de bagaco).

Bagaco Pré-
Isolado Fungico Bagaco Bruto Tratado
FLQT7-1 56 195
FLQTS-1 99 161
FLQTY-1 39 63
FLQTY9-2 103 143
Zhang et al’ 180

Temperatura
Isolado Fiingico pH (°C)
FLQT7-1 5,14 33
FLQTS-1 5,79 46,6
FLQTY-1 6,36 58,9
FLQTY-2 5,85 47,4

O bagaco de cana-de-agucar - bruto e pré-tratado -
foi, entdo, submetido aos processos de sacarificagdo e
fermentacdo, conforme descrito anteriormente, e, apds um
tempo de 96 horas, os teores de etanol foram determinados
e expressos em litros de etanol produzidos por tonelada de
bagaco (Tabela 2).

Em todos os casos, pode-se notar que o pré-
tratamento &cido associado a radiacdo de micro-ondas
permitiu elevar os teores de etanol produzidos, com
incrementos variando entre 38 a 248%, sendo obtido, no
caso do isolado fungico FLQT7-1, um aumento de 139
litros de etanol produzidos por tonelada de bagaco de cana-
de-acucar.

Os maiores valores foram obtidos com o pré-
tratamento acido diluido associado a radiacdo de micro-
ondas e 0s extratos enzimaticos brutos dos isolados flngicos
FLQT7-1e FLQT9-2.

Os valores obtidos sdo equiparaveis aos reportados
na literatura, os quais indicam valores em torno de 180 litros
de etanol produzidos por tonelada de bagaco de cana-de-
acucar®.
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1 - Introducao \

Com a demanda mundial por energia, a busca por
novas fontes energéticas cresceu e, devido a isto, o0s
combustiveis advindos de fontes renovaveis, como o etanol,
podem ser vistos como um novo viés na producdo de
energia global, visando também a diminui¢do dos impactos
ambientais causadas pelo uso excessivo dos combustiveis
fosseis .

O etanol é considerado um bom substituto dos
combustiveis fosseis, pois possui alto valor energético e,
também, tem valor acessivel no mercado. A mandioca pode
ser usada como matéria prima para a producgdo de etanol, e
vem ganhando espago entre as discussdes sobre a producéo
deste biocombustivel. Quando comparada a contabilidade
energética das operacdes de cultivo e do processamento
industrial, a mandioca revela vantagens em rela¢do a cana-
de-agucar, grande protagonista no cenario da producdo de
etanol. Para que haja a producdo de etanol a partir da
mandioca, ocorrem diversos processos como a hidrolise e a
producdo de agucares fermentaveis, sendo as amilases as
enzimas responsaveis pela hidrélise deste material amilaceo
2, Diversos fungos amiloliticos foram isolados a partir de
bagaco de cana-de-agUcar e o objetivo deste trabalho foi
determinar a temperatura e o pHs 6timos para a acéo das
amilases produzidas pelos isolados fungicos mais
promissores - FLQT1-1, FLQT4-1-e FLQT6-1 -, usando
fécula de mandioca como substrato.

2 - Material e Métodos |

Para producdo do extrato enzimatico bruto,
adicionou-se como substrato - fonte de amido - 1 g de
fécula de mandioca em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
acrescidos de 100 mL de meio basal (pH 4,5) , auto clavado
a 1 atm. 121 °C durante 15 minutos®. Ap6s a esterilizacéo,
foram inoculados nos frascos, em triplicata, 1 disco de
micélio fangico (1 cm de didmetro) e incubados por um
periodo de 21 dias a 28 °C sob agitacdo de 150 rpm. Os
discos foram obtidos de placas BDA com 7 dias de cultivo a
28 °C. Para a otimizacdo, foi realizado um experimento
central composto, utilizando-se pH entre 2,3 e 8,7 e as
temperaturas, entre 33 e 96 °C, usando onde foi pesado 1g
de fécula de mandioca em Erlenmeyer de 250 mL, seguido

de 10 U g“ substrato de caldo enzimatico. As hidrélises
enzimaticas foram conduzidas durante 6 horas. Ao término
das mesmas, 0s acUcares redutores liberados foram
quantificados pelo método de Miller.

A fermentacdo para produgdo de etanol foi
realizada segundo Santos et al. (2010), onde porc¢des de
fécula de mandioca a 1 % m/v foram submetidas em
triplicata a hidrolise enzimética nas condi¢bes dtimas em
uma carga enzimatica equivalente a 10 U g™ de fécula em
frascos Erlenmeyer de 125 mL. As enzimas foram
adicionadas em uma etapa de pré sacarificacdo, para realizar
a hidrolise do amido por 24 horas. Ap0s esse periodo, foi
adicionada levedura comercial (S. cerevisae YP04) numa
concentracdo de 10 g L™ , seguindo a fermentacéo a 32 °C
durante 96 horas. Ao seu término, o material foi filtrado e
centrifugado eo teor de etanol produzido foi determinado
através do método do dicromato é&cido®.

3 - Resultados e Discussao

Os modelos que descrevem a atividade amilolitica
em fungdo do pH e temperatura dos caldos enzimaticos
brutos dos isolados fungicos FLQT1-1, FLQT4-1 e FLQT6-
1 apresentaram R2 igual a 0,95, 0,9007 e 0,9079,
respectivamente. Observou-se que as alteracfes de pH e
temperatura influenciaram significativamente na quantidade
de agUcares liberados através hidrélise enzimatica do amido.
As temperaturas e pHs 0timos para a atividade amilélitca
maxima estdo apresentados na Tabela 1.

Os gréficos de contorno da atividade amilolitica em
funcdo do pH e temperatura estdo representados nas Figuras
1, 2 e 3, com destaque para o ponto de atividade maxima.

Tabela 1 — Valores de pH e Temperatura para atividade
amilolitica maxima dos isolados fungicos.

FUNGO pH TEMPERATURA
FLQTI1-1 57 615
FLQT4-1 5.2 62,7
FLQT6-1 5.4 64,7
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Figura 1. pH e temperatura 6timos para a atividade
amilolitica do fungo FLQT1-1

Figura 2. pH e temperaturas 6timos para a atividade
amilolitica do fungo FLQT4-1

Figura 3. pH e temperatura 6timos para a atividade
amilolitica do fungo FLQT6-1

O fungo termotolerante Aspergillus fumigatus foi
estudado por Da Silva, et. al.° e apresentou resultados de
temperatura 6tima para a atividade amilolitica de 65°C e pH
5,0, sendo estes resultados muito préximos aos obtidos
neste trabalho, reforcando-o.

Os rendimentos de conversdo de amido em
acucares redutores estdo apresentados na Tabela 2. O
isolado fangico FLQT1-1 apresentou a maior conversdo
enzimatica dentre os trés isolados apresentados.

Ainda que o rendimento da hidrélise enzimatica
tenha sido relativamente baixo, devemos ressalvar que a
fécula de mandioca foi submetida a hidrélise sem qualquer
processo de solubilizacdo ou gelificagdo, resultando em
economia energética para o sistema como um todo. Mais
ainda, os valores para a hidrolise enziméatica estdo em

concordancia com resultados relatados pela literatura, entre
12a98%’.

Tabela 2 — Rendimentos para hidrélise enzimatica de
fécula de mandioca para os extratos enzimaticos brutos.

FUNGO RENDIMENTO %
FLQTI-1 62+ 6
FLQTA4-1 29 +3
FLQT6-1 43 +2

Os ensaios de sacarificacdo e fermentacdo
realizados indicaram rendimentos de producéao etandlica de
39,8%, 42,5% e 29,5% para os isolados fungicos FLQT1-1,
FLAQT4-1 e FLQT6-1, respectivamente; com uma
producdo méxima estimada de 538,5 L Ton™ de fécula de
mandioca (isolado fungico FLQT4-1). Tais valores situam-
se préximos aos relatados na literatura, utilizando misturas
enziméticas comerciais®.

) mercado enzimatico tem  crescido
substancialmente e a necessidade de pesquisas relacionadas
a otimizacdo dos processos enzimaticos se fazem muito
importantes em diversos ramos industriais’. Os resultados
obtidos mostram um potencial uso em processos com pHs
levemente acidos, como os resultados para os isolados
fungicos FLQT1-1, FLQT4-1 e FLQT6-1.
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RAMAS DE BATATA-DOCE COMO BIOMASSA LIGNOCELUI:OSICA PARA A PRODUCAO DE
ETANOL DE SEGUNDA GERACAO.

Silvania Saldanha da Silva Pinto !, Daniel José Silva Vizanal, David Lee Nelson®, Roberta Luiza Saldanha
Pinto
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Palavras Chave: Ramas de batata-doce, digestibilidade enzimética, celulose, produtividade.

1 - Introducao \

A batata - doce [Ipomoea batatas L. (Lam.)] é uma
dicotiledénea da familia Convolvulaceae, possivelmente
originaria das Américas Central e do Sul, sendo encontrada
desde a Peninsula de Yucatan, no México, até a Colémbia,
embora alguns autores afirmem que essa hortalica tenha sua
origem na Asia ou Africa (FOLQUER, 1978; PEIXOTO et
al., 1984). Na busca para a expansdo da produgdo de
bioetanol sem comprometer a seguranca alimentar e
garantindo o fornecimento de combustivel, ha varios
estudos do processo para obtencdo do bioetanol de segunda
geracao, que utilizem materiais lignocelulésicos, tais como o
excedente de bagaco, cascas e outros residuos agricolas
como ramas da batata-doce. Estes podem ser utilizados
através de tratamentos quimicos, termoquimicos ou rotas
bioquimicas para obter o produto-alvo, melhorando a
eficiéncia do processo, bem como reduzir os impactos
ambientais (MARTIN et al., 2006; SANTOS, 2012).

2 - Material e Métodos \

Digestibilidade enzimatica da celulose das ramas de
gendétipos de batata-doce.

O ensaio de digestibilidade enziméatica da celulose
presentes nas ramas de batata-doce avaliados foi conduzidos
em duas etapas. A primeira etapa envolveu o pré-tratamento
das amostras secas e trituradas que foram imersas em acido
sulfurico. Aproximadamente 8 g da amostra de ramas de
batata-doce foram transferidas para um béquer contendo 32
mL de &cido sulfirico diluido a 4% .(m/v), com razéo sélido
-liquido de 1:4 . Esta mistura foi continuamente agitada com
bastdo de vidro em banho termostatico a 45 °C, por 5 min.
Apos este tempo, formam adicionadas a reacdo de hidrolise
500 mL de agua destilada e esse contelido transferido para
tubos, os quais foram vedados com papel aluminio e grafiti.
Foram autoclavados por 30 min a 121 °C e 1 atm. Apds o
pré-tratamento a fracdo insolivel foi lavada com &gua para
remocdo do &cido sulfirico e recuperada por filtracdo a

véacuo em papel de filtro Whatman No 1. Foi seca em estufa
com circulacdo de ar forcado a 65 °C até peso constante e
reservada para a segunda etapa do ensaio. Na segunda
etapa, 0,5 gramas do material pré-tratado e seco foi
depositado em tubos de vidro com tampa de rosca, ao qual
se adicionou 4,4 mL de tampdo bicarbonato 50 mM, pH 5,0,
e 100 pL de preparado celulolitico (Celluclast da
Novozymes). O meio reacional foi incubado a 50 °C por 24
horas. Ao final do tempo de digestdo enzimatica, o
conteddo do tubo foi avolumado para 100 mL com agua
destilada e a concentracdo de glicose foi determinada pela
leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Para o célculo de
digestibilidade, foram considerados os teores de celulose
contidos em cada amostra ap0s o pré-tratamento 4cido e a
quantidade de glicose liberada apds a hidrélise enziméatica na
condigdo definida.

3 - Resultados e Discussao

O ensaio de digestibilidade da fragdo celulosica
contida na matéria seca das ramas de genétipos de batata
doce selecionados com base na produtividade estimada de
etanol ou em caracteristicas composicionais (Tabela 1) etapa
anterior ao pré-tratamento com &cido inorganico diluido.
Apos o pré-tratamento 4cido, o teor de celulose no material
insolivel recuperado aumentou (Tabela 2) por
consequéncia natural da remocéo da fragdo hemicelulésica
(CARVALHO et al, 2015). Ap6s o ensaio de
digestibilidade enzimética do material pré-tratado, o teor de
celulose no material insoltvel recuperado diminuiu a
proporgdes distintas que dependeram do gendtipo avaliado
(Tabela 2). O residuo insolivel pos-digestdo enzimatica das
ramas do gendtipo Palmas foi 0 que apresentou menor valor
de celulose (Tabela 2). A digestibilidade de cada material,
que tomou por base a quantidade de glicose liberada apos a
acdo enzimatica, resultou em valores mais altos para os
gendtipos Marmel, Palmas e UFVJIM 28 (Tabela 2), os quais
alcangaram valores proximos a 40% de digestibilidade. O
gendtipo UFVIM 46, apesar de ter apresentado a maior
produtividade agricola de ramas, junto com o genotipo
UFVJM 28, (Tabela 1), se mostrou recalcitrante ao ataque
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enzimatico, apresentando valor de digestibilidade de apenas
14,2 %.

Tabela 1 — Produtividade agricola em matéria integral (PMI),
produtividade agricola em matéria seca (PMS), teor de
matéria seca (TMS) e teor de celulose (CL) da parte aérea
dos diferentes genotipos de batata-doce pesquisados

CARVALHO, D.M.; SEVASTYANOVA, O.; PENNA, L.S.; SILVA,
B.P.; LINDSTROM, M.E.; COLODETTE, J.L. 2015. Assessment of
chemical transformation in eucalyptus, sugarcane bagasse and straw
during hydrothermal,

dilute acid, and alkaline pretreatments.

Industrial Crops and Products 73: 118-126.

2FOLQUER. F. La batata (camote): estudio de la planta y su
produccion comercial. San José. Costa Rica: Hemisfério Sul. 1978.134p.

¥ MARTIN. C. et al. Investigation of cellulose convertibility and
Ethanolic fermentation of sugarcane bagasse pretreated by wet
oxidation and steam explosion. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology. v. 81. p.1669-1677. 2006. mists,68.188-190,1985 ;

4PEIXOTO. N.; MIRANDA. J. E. C. Cultivo da batata doce em Goiis.
Goidnia. EMGOPA. 24p. (Circular técnica. 7). 1984.

Genétipos PMI_I PMS_1 TMS CL

(tha™) (tha™) (%) (%)
Marmel 13.17£197¢  1.79+040c  13.56=1.30b  10.19+3.71a
Palmas 13.37£5.10c  1.92+£0.73c  14.52£1.55b  7.96+5.02a
UFVIM 14 21.04+11.5b  329+1.86b  15.63+1.43a  11.18+6.17a
UFVIM 28  31.68+8.94a  5.66+2.20a  17.84+5.22a  11.84 +2.46a
UFVIM 46  26.70+336a  4.18+0.60b  15.62+130a  12.46+4.25a
UFVIM 48  1027+244c  1.56£030c  1537+145a  7.08+3.10a
Média (%) 19.37 3.06 15.42 8.25
CV (%) 44.12 53.04 8.46 19.55

Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas néo diferem entre
si pelo teste Scott - Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 2 — Teor de celulose ap6s o pré-tratamento acido (CLer), teor de
celulose ap6s a sacarificagdo enzimatica (CLsc) e digestibilidade
enzimatica (DE) de ramas de gen6tipos de batata-doce.

Gendtipos CLer CLsc DE
(%) (%) (%)
Marmel 23.72+0,28 b 14.25+0,01 b 39,60 £3,20 a
Palmas 19.64 £ 0,33 ¢ 2.09+ 0,01 42,41 £21,01 a
UFVJM 14 26.98+0,91 a 13.79 £ 0,01 ¢ 28,63 +£1,33b
UFVJM 28 27.09+£0,72 a 480+ 0,10d 41,06 £ 6,60 a
UFVJIM 46 25.00£0,29 b 20.31£0,01 a 14,24 +2,71 b
UFVJM 48 21.00+£1,32 ¢ 14.18 £ 0,01 b 18,36 +4,28 b
Média (%) 23.90 11.57 30,72
CV (%) 3.34 0.37 30,47

Médias seguidas pela mesma letra minGscula nas colunas ndo diferem entre
si pelo teste Scott - Knott a 5% de probabilidade.
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1 - Introducao

A terceira geracdo de biocombustiveis compreende o
uso de micro-organismos fotossintetizantes, como as
microalgas, capazes de armazenar quantidades elevadas de
carboidratos e lipidios®. Estes compostos ricos em energia
podem ser convertidos em bioetanol e biodiesel
respectivamente?,

As microalgas apresentam indmeras vantagens para
producdo de biocombustiveis como a alta eficiéncia
fotossintética e alta taxa de crescimento celular®.

Para melhorar a viabilidade do uso de microalgas
para producdo de biocombustiveis é necessario um melhor
entendimento de como obter uma maior velocidade de
crescimento celular?. Portanto, fatores fisico-quimicos e
nutricionais sdo indispensaveis para o crescimento das
microalgas, como a intensidade luminosa, temperatura, pH,
agua, nutrientes (carbono, nitrogénio e fésforo), agitacdo e
aeracdo*.

Além de ampliar o conhecimento da biodiversidade
local, o presente trabalho teve por finalidade isolar e
identificar microalgas dulcicolas coletadas no Alto Vale do
Jequitinhonha visando a produgdo de biocombustiveis.

2 - Material e Métodos

As amostras de microalgas estudadas foram
provenientes de coletas de aliquotas de dgua no cérrego do
Rio Grande (18°14°29.9184”; 43°35°31.758”), em tanque de
peixes no departamento de Zootecnia da UFVIM
(18°11°49.9092”; 43°34°24.9708”) ¢ em um Sistema de
cultivo hidropbnico localizado no departamento de
Agronomia da UFVIM (18°11°4236”; 43°34°21.6372”). As
amostras obtidas foram submetidas a centrifugacdo e o
precipitado foi inoculado em meios de cultura liquido LC
Oligo e CHU (ABNT-NBR 12648/2004)° para crescimento
celular e aclimatagcdo em BOD (New Lab) com fotoperiodo
de 12 horas a temperatura de 25°C e aeragdo constante.

O isolamento das espécies foi realizado pela técnica
de micropipetagem, com o auxilio de microscépio éptico
(BEL Photonics), e pela técnica de spread plate, nos meios
LC Oligo-Agar e CHU-Agar. A identificacio foi realizada
com base em observacdes morfoldgicas, tendo como
principal referéncia o Atlas de cianobactérias e microalgas
de aguas continentais brasileiras (LEITE et al., 2012)® e os
trabalhos de Menezes e Bicudo (2008)7. Os géneros foram
registrados por meio de fotografias digitais utilizando o
microscépio optico (BEL Photonics) com a camera Digilab

com 5.0 MP. As células dos géneros isolados também
foram avaliadas quanto ao didmetro e comprimento.

3 - Resultados e Discussao

A partir das coletas foram identificados 14
morfotipos em nivel de género, ilustrados nas Figuras 1 e 2.
A Tabela 1 mostra o didmetro e comprimento dos isolados.

Figura 1. Micrografias dos géneros de microalgas isolados
e identificados. Lentes objetivas de 100X. A)
Chlorococcum sp.1; B) Scenedesmus sp.1; C) Scenedesmus
sp.2; D) Nitzschia sp.1; E) Nitzschia sp.2; F) Scenedesmus
sp.3; G) Chlorella sp.; H) Ankistrodesmus sp.1. Barra de
escala =2 a 5um.

De acordo com a literatura, dos géneros de
microalgas identificados, podemos destacar para a producéo
de biocombustiveis os géneros Chlorella sp, Scenedesmus
Sp. € Ankistrodesmus Sp.

Segundo Dragone et al (2011)8, a Chlorella sp. é
capaz de acumular cerca de 40% amido sob condicGes de
privacdo de nitrogénio. De acordo com Mata et al
(2010)°, o género Chlorella sp. apresenta uma
porcentagem de lipidios em suas células entre 14 e 15%
do peso seco da biomassa.
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Figura 2. Micrografia dos géneros de microalgas isolados e
identificados. Lentes objetivas de 100X. 1) Chlorococcum
sp.2; J) Chlorococcum sp.3; K) Kirchneriella sp.; L)
Scenedesmus  sp.4; M)  Scenedesmus  sp.5; N)
Ankistrodesmus sp.2. Barra de escala =1 a 5um.

Tabela 1 — Dimensdes das células das microalgas isoladas

R Diametro Comprimento .
Género Figura
(pm) (pm)
Chlorococcum sp.1 4,71-5,29 4,38-4,76 1A
Chlorococcum sp.2 9,96-11,92 10,41-12,39 21
Chlorococcum sp.3 3,27-3,64 2,58-2,91 2]
Scenedesmus sp.1 3,45-3,85 1,23-1,40 1B
Scenedesmus sp.2 1,80-1,87 3,24-3,49 1C
Scenedesmus sp.3 1,94-2,17 7,16-7,19 1F
Scenedesmus sp.4 6,17- 6,20 3,10-3,20 2L
Scenedesmus sp.5 2,23-3,09 6,50-7,16 2M
Ankistrodesmus sp.1 0,52-0,73 1,0-4,0 1H
Ankistrodesmus sp.2 4,48-5,25 25,61-30,25 2N
Nitzschia sp. 23,41-24,14 4,81 5,40 1DelE
Chlorella sp. 5,46-6,12 4,98-5,87 2G
Kirchneriella sp. 3,70-4,48 1,98-2,27 2K

O género Scenedesmus sp. ja foi apontado como
uma das microalgas com potencial para a producdo em
larga escala visando a obtengdo de dleo para a producéo do
biodiesel (DANTAS et al., 2010)'°. De acordo com Duarte
et al (2012), o género Scenedesmus sp. revelou-se uma
fonte bastante adequada para a producdo de bioetanol,
podendo atingir teores de até 95,6% de agUcares.

As espécies do género Ankistrodesmus sp. foram
consideradas importantes para a bioenergia, seja para
producdo de biodiesel ou bioetanol, apresentando 22,96%
de lipidios, 41,2% de proteinas e 16,03% de carboidratos
(MENEZES, 2013).

Considerando que ha uma valorosa biodiversidade
de microalgas a ser explorada nos diversos ecossistemas, se
faz necessario maiores esforcos na obtencdo de novos
exemplares desses micro-organismos com intuito de
explorar seu potencial no contexto dos biocombustiveis.
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Sintese do éster “Oleato de Solketila” a partir da esterificacio do solketal com
acido oléico empregando a mistura catalitica SiO:-SO;H.

Melina A. Rodrigues (IC)?, Sandro L. Barbosa (PQ)?, Maisa C. Santos' (PG)?

“Programa de Pés-Graduagdo em Biocombustiveis/UFVJIM, *Departamento de
Farmacia/UFVJM*(almeida.melina@hotmail.com)
Palavras Chave: catdlise heterogénea, ésteres, glicerina bruta, solketal, solvente.

1 - Introducio

Um dos principais objetivos do nosso grupo de pesquisa é a
aplicacéo do glicerol bruto, oriundo da transesterificacéo de
triglicerideos com methanol, como reagente na sintese de
compostos organicos.! Neste trabalho, utilizaremos o
glicerol bruto na sintese de solketal, o qual serd
posteriormente esterificado com é&cido oléico a oleato de
solketila. Um importante intermedidrio na sintese de
monoglicerideos e também um produto com grande
aplicacdo na industria de combustiveis (aditivos) ou na
industria de cosmético, como, tensoativos.

2 - Material e Métodos

Neste trabalho, utilizaremos o glicerol bruto na sintese de
solketal, o qual serd posteriormente esterificado com acido
oléico a oleato de solketila. Um importante intermediario na
sintese de monoglicerideos e também um produto com
grande aplicac@o na indUstria de combustiveis (aditivos) ou
na industria de cosmético, como, tensoativos.

3 - Resultados e Discussao

Recentemente nosso grupo de pesquisa, em um estudo
inicial, realizou em processo “one pot” a sintese do
Octanoato de solketila em 95%, empregando inicialmente o
glicerol bruto e acetona em um processo sob refluxo e
catalisado pela mistura SiO2-SO3H.2 Apds 2 h de reacéo foi
adicionado o acido octandico e o meio reacional mantido em

refluxo por mais 12 h (Figura 1).
9

H3C)LCH3 R
HO oH — ‘i\:(\ ° CHa
OH 2)SI0,-80;H "G
3) i/\/\/\
HO' CHg

Figura 1. Formacao do Ester de solketila.

Diante desse resultado, decidimos expandir essa sintese para
diferentes &cidos graxos, tais como: o &cido graxo palmitico,
0 oléico, o linoléico e o esterarico. Para nossa surpresa a
sintese de ésteres de solketila a partir desses acidos graxos
contendo entre 16 e 18 &tomos de carbono em suas
estruturas se mostrou pouco efetiva e os rendimentos obtidos
foram muito baixos (5 a 10%).

O catalisador por nos desenvolvido SiO,-SO3zH, apresenta
uma area de superficie de 31 m2g-1, volume de poros de 0.23
cmdgt, didmetro de poros variando entre 10 a 200 nm e 1,30
mmol H*/g. Acreditamos que o baixo volume de poros, a
baixa area superficial, aliada a caracteristica hidrofilica

desse catalisador, tenham dificultado o escoamento dos
reagentes hidrofobicos como os &cidos graxos para o interior
dos poros dessa mistura catalitica, ndo permitindo que a
reacdo ocorresse. Dessa forma decidimos fazer essa reagédo
em etapas, sintetizando inicialmente o solketal a partir de
glicerol bruto, acetona e o catalisador SiO2-SOsH em um
processo sob refluxo durante 2 h com rendimento de 93%,
CG/EM (Figura 2).

bR
HsC~ “CHg ~ o
HO/Y\OH —_— O °
OH 2) SO ,-SO3H e o,

Figura 2. Formagcéo do solketal.

O solketal foi purificado por destilagdo a pressédo reduzida
(88% rendimento) e utilizado como reagente em uma reacdo
de esterificagdo com o &cido graxo oléico na proporc¢do de
1:1 em mols sob SiO2-SOsH (20% m/m) em um meio
reacional contendo tolueno (1.25 mL/mol de reagentes) e
irradiado por micro-ondas por 6 min. (Equacg&o 3)

(o)

/—(\OH Si0,-SO,H /—(\O/lkR
S Micro-ondas d b
7 >
H3C CHj )J\ HaC CHj,

R OH

R=(CH,),C=C(CH,),CH,

Figura 3. Esterificagdo do solketal.

A mistura reacional foi filtrada e extraida com uma solucéo
de bicarbonato de sédio e cloroférmio como solvente, seco
com MgSQ, anidro e analisada pela técnica de eletrospray,
[M+H] = 397.1856. A insercdo de tolueno como solvente
permitiu que obtivéssemos o oleato de solketila em 88% de
rendimento. Demonstrando que nesse meio reacional o
reagente hidrofébico (acido graxo oléico) teve diminuida a
sua repulsdo pelo catalisador hidrofilico, permitindo uma
maior facilidade de escoamento desses reagentes para dentro
dos poros da mistura catalitica.

O resultado obtido, demonstrou que é de fundamental
importancia o escoamento dos reagentes para 0s poros de
uma mistura catalitica. Neste trabalho a tarefa de facilitar
esse escoamento coube ao tolueno, mas acreditamos que
outros solventes possam também ser efetivos. A participacdo
de diferentes solventes nos estudo cinético dessas reacdes de
esterificacdo, sera objeto dos nossos proximos trabalhos.
Vale ressaltar que o tolueno foi recuperado por destilacdo no
final do processo reacional.
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