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Apresentacao

O Encontro de Pesquisa e Inovagdo (EnPI) foi instituido pela Chefia de
Pesquisa e Desenvolvimento da Embrapa Agroenergia no ano de 2014, com a
principal motivacdo de trazer a publico, por meio de pOsteres e apresentagdes
orais, os trabalhos cientificos desenvolvidos na Unidade pelos nossos estudantes
de graduag¢do, mestrado, doutorado e pds-doutorado. O primeiro evento contou
com trabalhos que nos surpreenderam pela sua qualidade e pela dedicagdo dos
nossos colaboradores e alguns foram, inclusive, premiados pela sua qualidade. No
nosso segundo Encontro de Pesquisa e Inovagao, o evento foi incrementado com
um Simpdsio cujo principal objetivo foi discutir o tema “Produgdo e uso de
enzimas no contexto da Agroenergia” nos eixos politico, mercadolégico e
tecnoldgico. O Simpdsio foi um evento aberto, direcionado a estudantes,
pesquisadores e interessados no tema. Como resultado dessa ampla discussao,
construimos um documento sintese elencando as prioridades para investimentos
em pesquisa e inova¢do na area de producdo de etanol de segunda geragdo e
bioprodutos de valor agregado, derivados de biomassa lignocelulésica.

Nesta terceira edigdo, o EnPl proporcionou espagos para o debate em
PD&I visando a definicdo de focos de pesquisa para um tema de bastante
relevancia para a Agroenergia no Pais: “Bioeconomia, o papel da quimica
verde e dos biomateriais”. Para tanto, estruturamos trés mesas-redondas. Na
primeira delas, com o tema “Pesquisa e Inovagdo na Embrapa Agroenergia”,
discutimos a visdo e agdes da Embrapa Agroenergia no tema. Nas outras duas,
focamos as discussdes nos temas “Estratégias, Assuntos Regulatérios e
Oportunidades de Mercado” e “Desafios tecnoldgicos em quimica verde e
biomateriais”. Além disso, como nas edi¢Ges anteriores, houve a divulgacdo
dos trabalhos de PD&I da Embrapa Agroenergia por meio de apresentagdes
em formato de pGster e na modalidade oral, além da premia¢do dos melhores
trabalhos de PD&I desenvolvidos nas grandes dreas: 1) Genética e
Biotecnologia Microbiana; 2) Genética e Biotecnologia Vegetal; 3) Processos
Bioquimicos; 4) Processos Quimicos e 5) Quimica de Biocombustiveis e
Biomassa.



Nestes anais, disponibilizamos artigos decorrentes dos trabalhos
apresentados no EnPl 2016, com o objetivo de divulgar as solugdes que as
equipes de Pesquisa e Desenvolvimento da Embrapa Agroenergia estdo trazendo
para o Pais e, também, com o intuito de fortalecer as parcerias existentes, além
de permitir que novas parcerias com instituices tanto publicas como privadas
possam ser firmadas com a nossa Unidade, de forma a ampliar a capacidade da
Embrapa em responder aos anseios da sociedade e do setor produtivo.

Guy de Capdeville
Chefe-Geral da Embrapa Agroenergia



O Encontro de Pesquisa e Inovacao da
Embrapa Agroenergia

Organizacao

Chefia-adjunta de Pesquisa e Desenvolvimento (CPD) e Nucleo de Apoio a
Programacgdo (NAP), com o apoio do Comité Local de Publica¢gdes (CLP), Comité
Local de Propriedade Intelectual (CLPI), Ntucleo de Comunicagdo Organizacional
(NCO), Setor de Infraestrutura e Logistica (SIL) e Setor de Implementagdo da
Programacdo de Transferéncia de Tecnologia (SIPT).

Objetivos

I) Debater e avaliar o cenario externo no que diz respeito a quimica verde,
aos biomateriais e ao impacto destes na bioeconomia nos eixos politico,
mercadoldgico e tecnoldgico.

I) Debater novos focos de PD&I para o tema em questdo.

IIl) Produzir documento sintese das discussdes apontando prioridades para
pesquisa na area.

IV) Divulgar os trabalhos de PD&I desenvolvidos na Embrapa Agroenergia
nas areas de Genética e Biotecnologia Vegetal; Genética e Biotecnologia
Microbiana; Processos Bioquimicos; Processos Quimicos e Quimica de
Biocombustiveis e Biomassa.

V) Premiar os melhores talentos nas categorias de graduandos, graduados e
doutores.

Formato

Esta terceira edicdo do Encontro de Pesquisa e Inovacdo da Embrapa
Agroenergia (EnPl 2016) contou com a presenca de palestrantes convidados
internos e externos, além de participantes de universidades e instituicdes de
pesquisa do Distrito Federal e regides adjacentes, em sua maioria alunos de
graduacdo e pds-graduacao.

O EnPl 2016 foi realizado no periodo de 8 a 10 de novembro, na Embrapa
Agroenergia (Brasilia, DF). Esta unidade da Embrapa é integralmente dedicada a
pesquisa, desenvolvimento e inovagdo de processos de conversdo da biomassa



em biocombustiveis e outros produtos que agreguem valor as cadeias produtivas
da agroenergia no Brasil e promovam a sustentabilidade.

O evento foi subdividido em dois momentos:

I) Simpdsio “Bioeconomia: o papel da quimica verde e dos biomateriais”,
com trés mesas mesas-redondas, que abordardo os temas “Pesquisa e Inovagao
na Embrapa Agroenergia”, “Estratégias, Assuntos Regulatérios e Oportunidades
de Mercado” e “Desafios tecnoldgicos em quimica verde e biomateriais”.

II) Sessdo de divulgacdo dos trabalhos do Ill EnPl, que conta com
apresentagées em formato de poOster e na modalidade oral, além da premiagdo
dos melhores trabalhos de PD&I desenvolvidos nas grandes areas: 1) Genética e
Biotecnologia Microbiana; 2) Genética e Biotecnologia Vegetal; 3) Processos
Bioquimicos; 4) Processos Quimicos e 5) Quimica de Biocombustiveis e Biomassa.

Publico-alvo

O publico-alvo do Il Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa
Agroenergia sao pesquisadores, professores, estudantes de pds-graduagdo e
graduacdo envolvidos em pesquisas relacionadas a producdo de Agroenergia, em
especial nos temas bioeconomia, quimica, biotecnologia, nanotecnologia e areas
correlatas. No Distrito Federal, portanto, esse publico engloba profissionais e
estudantes vinculados as unidades de pesquisa da Embrapa (Embrapa
Agroenergia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Embrapa Hortalicas,
Embrapa Cerrados, Embrapa Quarentena Vegetal, Embrapa Sede) e universidades
como a Universidade de Brasilia, Universidade Catdlica de Brasilia e outras com as
quais a Embrapa mantém parcerias formalizadas. Os setores publicos, agentes
reguladores e agentes de fomento estdo igualmente contemplados no publico-
alvo, uma vez que objetiva-se que as discussdes e documentos produzidos
durante o encontro possam servir como norteadores para a formulagdo de a¢des
governamentais nos ambitos distrital e federal.
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Selecao de linhagens industriais de
Saccharomyces cerevisiae para producao de
acidos organicos

Luana Assis Serra’, Thdlyta Fraga Pacheco®, Flgvia C. de Paula e Silva®, Jodo
Ricardo Moreira de Almeida®

Resumo

Linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae capazes de produzir etanol
e outros compostos quimicos de interesse a partir dos agucares presentes na
biomassa da cana-de-aglicar tém sido obtidas por meio de engenharia
metabdlica. O presente trabalho teve por objetivo selecionar linhagens capazes
de produzir acidos orgéanicos a partir de fontes renovaveis (bagacgo da cana, por
exemplo). Os acidos organicos possuem ampla aplicagdo, podendo ser utilizados
na industria de alimentos, quimica, farmacéutica e como quimico bloco
construtor. Entretanto, sua produgao por microrganismos pode ser limitada por
seus efeitos inibitdrios. Com isso, as linhagens industriais de S. cerevisiae CAT1,
JP1, PEDRA2, BLUE, RED, SA1, A21, A33 e BG1 foram avaliadas com relagdo a
capacidade de tolerar a presenca de acido acético, visando selecionar a linhagem
mais robusta para posterior engenharia metabdlica.

Introdugao

7

O conceito de biorrefinarias é baseado na integracdo de processos de
conversdo de biomassa para a produgdo de combustiveis, energia e produtos
quimicos. Nesse sentido, a utilizacdo da biomassa para producdo de etanol e
outros compostos quimicos de interesse biotecnoldgico tem sido amplamente
avaliada e, dessa forma, tem sido apontada como meio de viabilizar
economicamente a cadeia produtiva de biocombustiveis, valorar residuos e
coprodutos e reduzir a eliminagéo de residuos industriais (ALMEIDA; PAES, 2014).

Nesse contexto, microrganismos sdo essenciais para o funcionamento de
biorrefinarias, ja que sdo responsaveis por diferentes processos de conversdo de

! Graduanda em Biologia, Universidade de Brasilia, luaserra@globo.com

’ Engenheira quimica, mestre em Engenharia Quimica, analista da Embrapa Agroenergia, thalyta.pacheco@embrapa.br
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Genética e Biotecnologia Microbiana

biomassa e producdo de moléculas de interesse. Varias linhagens microbianas
capazes de produzir etanol e outros compostos quimicos a partir dos agucares
presentes na biomassa lignocelulésica tém sido obtidas por engenharia
metabdlica. A levedura Saccharomyces cerevisige é um exemplo de
microrganismo utilizado em biorrefinarias, capaz de fermentar grande parte dos
acucares presentes, sendo bastante importante na produgdo de etanol. Além
disso, essa levedura vem sendo modificada geneticamente para producgdo de
varios compostos quimicos de interesse industrial.

As condigGes de crescimento das leveduras nas destilarias sdo bastante
diversas das condigées em ambientes laboratoriais. O substrato por si s6 contém
alguns compostos em niveis bastante téxicos (como potassio, aluminio, etc.),
assim como altas concentragdes de aglcares, variagdes de temperatura e baixo
pH. (DELLA-BIANCA; GOMBERT, 2013). Todas essas condi¢cdes podem agir como
fatores de estresse para as linhagens de S. cerevisiae utilizadas na produgdo
industrial de etanol em industrias mundiais e brasileiras.

Durante o processo usual de producdo de etanol, as leveduras sdo
comumente lavadas com acido sulfirico, o que pode abaixar o pH até 1,8 (BASSO
et al., 2011). Geralmente, linhagens industriais sdo mais tolerantes a condigdes
desfavoraveis do que linhagens laboratoriais. Nesse ambito, o presente trabalho
teve por objetivo selecionar linhagens industriais da levedura S. cerevisiae
tolerantes a altas concentragdes de acido acético, visando posterior producgdo de
acidos organicos. Estes podem ser produzidos a partir de aglicares e possuem
ampla aplicacdo, podendo ser utilizado na indulstria de alimentos, quimica,
farmacéutica e como quimico bloco construtor. Como a produgdo de acidos é
favorecida a baixo pH, a utilizacdo de linhagens industriais de S. cerevisiae pode
ser vantajosa para a otimiza¢do do processo de producdo (TOIVARI et al., 2013).

Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens industriais de S. cerevisiae
CAT1, JP1, PEDRA2, BLUE, RED, SA1, A21, A33 e BG1 crescidas na presenga de
diferentes concentragdes de acido acético. Crescimento, viabilidade e vitalidade
celular, consumo de agucar e produgao de etanol foram acompanhados durante
72 horas. As linhagens foram selecionadas baseando-se em dois fatores
importantes para a produgdo de acidos: resisténcia a alta concentragdo de acidos
e pH do meio de cultivo.
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Materiais e métodos

Curva de crescimento de leveduras em presenca de acido acético

Para avaliagdo da curva de crescimento das linhagens de leveduras em
presenca de acido acético em diferentes concentragGes, foram utilizadas placas
de 96 pogos. As linhagens CAT1, JP1, PEDRA2, BLUE, RED, SA1, A21, A33 e BG1
foram dispostas em microplacas contendo em cada pogo 200 pL de meio YPD e
tampdo kftalato durante 24 horas. Posteriormente, as leveduras foram
transferidas para as novas placas contendo 200 pL de meio YPD e tampao kftalato
suplementado com dacido acético nas concentragdes de 0 g/L, 2 g/L, 4 g/L e 6 g/L.
Seguiu-se a incubacgdo em estufa bacterioldgica a 28 °C e foram realizadas leituras
de absorbancia em espectrofotometro a 600 nm durante 72 horas.

Avaliacao de viabilidade, vitalidade, biomassa e produgao de
metabdlito celular das leveduras em presenca de diferentes
concentragoes de acido acético

Inicialmente, foram realizados os pré-inéculos nos quais as leveduras foram
individualmente crescidas em placas de Petri contendo meio YPD agar. Apds
deteccdo de crescimento, algumas col6nias foram transferidas para frascos
também individuais de YPD liquido duas vezes concentrado, no volume de 5 mL
contidos em frascos do tipo Falcon com capacidade de 50 mL. Posteriormente, as
leveduras foram incubadas em shaker durante 2 horas com rotagdo de 200 rpm e
temperatura de 28 °C. Em seguida, as leveduras foram novamente transferidas
para frascos do tipo Erlenmeyer aletados com capacidade de 500 mL contendo
100 mL de meio YPD liquido na concentragdo de uma vez. Feito isso, as leveduras
foram novamente incubadas nas mesmas condigdes acima descritas, overnight.

Para a avaliagdo das leveduras em meio suplementado com acido acético
a pH 3 ou 5, foram adicionados 20 mL de YPD suplementado com 10 g/L (1,9 mL)
de acido acético em Erlenmeyer aletados de 200 mL de volume. O pH do meio foi
ajustado com acido cloridrico (HCl) ou hidroxido de sédio (NaOH) para atingir os
valores de pH 3 e pH 5, respectivamente. O experimento foi iniciado com uma
densidade celular inicial de 5 g/L de células preparadas a partir do pré-indculo. A
cada 24 horas do inicio do experimento, aliquotas do meio de crescimento de
cada linhagem de levedura foram retiradas para realizacdo dos testes de
viabilidade e vitalidade celular por meio de contagem de células (camara de
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Neubauer e contagem de unidade formadora de col6nia), leitura de biomassa
celular por meio de absorbancia (OD 600nm) e analise de metabdlitos por meio
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Para verificar a viabilidade das células, foram feitas diluicdes decimais em
solugdo salina 0,85% das aliquotas do meio de crescimento retiradas a cada 24
horas. As amostras nas diluigdes de 10‘3, 10™ e 10” foram plagueadas em meio
YPD agar com auxilio de pérolas e, apds 48 horas de incubacgdo a 28 °C em estufa
bacterioldgica, foram realizadas as contagens das unidades formadoras de
coldnias (UFC).

Para verificar a vitalidade das células, foram feitas contagens em Camara de
Neubauer com auxilio de microscépio 6ptico. As células foram marcadas com o
corante celular eritrosina, e as leveduras marcadas de rosa representaram as
células mortas. O percentual de vitalidade foi calculado da seguinte forma:
numero de células vivas divididas pelo total de células contadas (vivas e mortas).

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas técnicas.

Resultados e discussao

Para o primeiro experimento, por meio das leituras em espectrofotémetro,
foi possivel delinear curvas de crescimento para as linhagens. Sem a presenga do
inibidor, todas as leveduras apresentam fase de crescimento exponencial nas
primeiras 24 horas. Na presenca do acido acético com concentragdo de 2 g/Le 4 g/L,
as linhagens de leveduras também apresentaram crescimento, porém menor quando
comparadas ao crescimento sem inibidor. Na concentracdo de 6 g/L, todas as
linhagens foram afetadas pela alta concentragdo de acido acético.

Conforme esperado, a agao inibitéria do acido acético foi maior quando este
se encontrava em concentragdes mais altas. As linhagens permaneceram em uma
faixa de crescimento homogéneo entre si, sem um padrdao de desempenho que
pudesse mostrar se uma linhagem é melhor que a outra. E possivel também que o
acido acético em 6 g/L adie a fase log de crescimento das leveduras (figura 1).

Para o experimento realizado em frascos sob agitacdo, os resultados
relativos a absorbancia (OD600), vitalidade (% de células vivas) e viabilidade (UFC)
apresentaram valores maiores em pH 5 do que em pH 3, principalmente para a
vitalidade (dados ndo mostrados). Os resultados obtidos, considerando a
duplicata de cada analise para as 9 linhagens, foram analisados estatisticamente
por andlise de variancia e teste de Tukey de comparagdo de médias (p<0,05).
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Figura 1. Curva de crescimento das linhagens na concentragdo de 6 g/L de 4cido acético.

Para cada varidvel analisada (variagdo da OD, da viabilidade e vitalidade,
glicose e acido acético consumidos e etanol formado) foi possivel ranquear as
leveduras e estabelecer quais delas apresentam melhor desempenho na presenca
de acido acético em pH 3 e pH 5. Os dados foram normalizados e, considerando o
somatorio de todas as variaveis (atribuindo-se o mesmo peso para todas as
varidveis), para cada levedura, pode-se estabelecer uma ordem global de
desempenho das leveduras em cada um dos pHs. As leveduras com maior score
apresentam melhor desempenho.

Tabela 1. Ordem decrescente de desempenho das leveduras avaliadas em pH 5,
considerando somatério das varidveis normalizadas, variagdo de OD, viabilidade e
vitalidade, glicose consumida e etanol formado.

pH5

1. BLUE 2.33A 3. PEDRA 2 4.A21 5.RED 6.JP1 7.CAT1  8.BGl 9.SA1

3,63 3,36 2,88 2,77 2,51 2,44 1,95 1,53 1,39

A Tabela 1 apresenta em ordem decrescente os resultados para o pH 5.
Como pode ser observado, as leveduras BLUE, 33A e PEDRA2 obtiveram os trés
melhores valores para o pH 5.

Quanto ao pH 3, na Tabela 2 sdo apresentados os resultados de maneira
decrescente. E possivel observar que a levedura BLUE obteve melhores resultados
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tanto para pH 5 como para pH 3. A PEDRA 2 também se manteve entre as trés
melhores, porém, diferente do pH 5, sua colocagdo foi de segundo lugar. A
levedura 33A, por exemplo, teve bom desempenho em pH 5, mas quando
comparada ao pH 3 ela foi a segunda levedura a apresentar pior desempenho.

Portanto, ndao é possivel afirmar que a levedura que teve bom desempenho
em pH 5 terd bom desempenho em pH 3. Essa afirmagdo também é valida dita ao
contrario. As linhagens BLUE e PEDRA 2 podem ser relacionadas como melhor
desempenho tanto para o pH 3 como para pH 5. Por esse motivo, essas foram as
linhagens em potencial para experimentos posteriores.

Tabela 2. Ordem decrescente de desempenho das leveduras avaliadas em pH 3,
considerando somatdério das varidveis normalizadas, variagdo de OD, viabilidade e
vitalidade, glicose consumida e etanol formado.

pH3

1. BLUE 2. PEDRA2 3.JP1 4.BG1 5.5A1 6. CAT1 7.RED 8.33A 9.A21

4,90 2,636 2,56 2,05 1,99 1,98 1,34 1,09 1,01

Por meio da andlise por HPLC, foi possivel observar que as linhagens A21 e
SA1 apresentaram a capacidade de consumir completamente o acido acético nas
primeiras 24 horas do experimento. Ja as linhagens 33A e JP1 também
demonstraram a mesma capacidade de consumo de acido acético, porém, apds as
48 horas do experimento. Com o objetivo de avaliar o grau de correlagao entre
consumo de glicose, produgao de etanol, variagdo de OD e consumo de acido
acético, foram determinados os coeficientes de correlacdo de Pearson para cada
um dos pHs avaliados. Todos esses coeficientes determinados apresentaram
valores préximos a zero, indicando ndo existir tendéncia quanto a variagdo
conjunta das variaveis avaliadas duas a duas.

O fato de as leveduras com melhor desempenho, BLUE e PEDRA2, ndo terem
consumido acido acético nas condi¢Oes avaliadas pode indicar que sua melhor
tolerancia pode estar relacionada a capacidade de bloquear a entrada do acido na
célula.

Conclusoes

Foi possivel constatar que quanto maior a concentracdo de acido acético
maior o efeito negativo sobre o crescimento das leveduras. Quando a
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concentracgdo de 4cido acético foi aumentada para 6 g/L, a curva de crescimento
apresentou um padrdo inesperado, com fase exponencial de crescimento apds as
48 horas. E possivel concluir que as leveduras na presenga de alta concentragdo
de acido (6 g/L) levam maior tempo para se adaptar (maior fase Lag) e,
consequentemente, atrasam a sua fase de crescimento exponencial (fase Log).

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, foi possivel determinar que as
linhagens S. cerevisiae BLUE e PEDRA2 s3do as mais tolerantes ao acido acético nas
condi¢cBes avaliadas. O desempenho das linhagens foi melhor em pH 5, quando
comparado com o desempenho em pH 3.
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Construcao de novas linhagens de
Saccharomyces cerevisiae capazes de utilizar
xilose para a produc¢ao de bioetanol

Victor M. Honoratol, Bdrbara Gomes Paesz, Jodo Ricardo Moreira de
Almeidda®

Resumo

A utilizacdo de microrganismos para o aproveitamento de biomassa
lignoceluldsica e producdo de bioetanol vem atraindo grande interesse para
pesquisas na area de biotecnologia. A levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser
tratada como um dos grandes protagonistas nesse contexto, seja pelo grande
conhecimento acerca de suas caracteristicas ou pelas inUmeras possibilidades de
seu uso em estudos envolvendo engenharia genética. Sabe-se que essa levedura é
incapaz de utilizar xilose para a produgdo de bioetanol. Sendo essa pentose o
segundo aglcar mais presente na biomassa lignoceluldsica, a obtencdo de
leveduras capazes de utiliza-la representaria um grande avango para a produgdo
de uma energia mais barata e sustentavel. O consumo de xilose em S. cerevisiae
pode ser obtido pela expressdo de uma xilose isomerase, enzima que converte
xilose a xilulose, a qual pode ser metabolizada pela levedura. Neste trabalho, uma
linhagem laboratorial de S. cerevisiae melhorada para o consumo de xilose foi
transformada com plasmideos epissomais contendo sete novos genes
codificadores para xilose isomerase. Transformantes selecionados foram avaliados
pela capacidade de crescer em meio minimo contendo xilose como Unica fonte de
carbono. As novas xilose isomerases possibilitaram o crescimento das linhagens
obtidas, porém a taxas menores que as obtidas com a linhagem controle contendo
a Xl de Piromyces sp. Esse crescimento esta associado tanto com a atividade da
xilose isomerase como com possiveis mutacdes além do plasmideo obtido no
processo de evolucdo adaptativa da levedura. Novos estudos envolvendo essas
leveduras transformadas podem revelar o perfil de seu crescimento, bem como a
producdo de metabdlitos nesse processo.

! Graduando em Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, victor.honorato@colaborador.embrapa.br
’ Bidloga, doutoranda em Biologia Molecular, Universidade de Brasilia, barbara.paes@colaborador.embrapa.br
? Bidlogo, doutor em Microbiologia Aplicada, pesquisador da Embrapa Agroenergia, joao.almeida@embrapa.br
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Introdugao

O avango industrial e tecnolégico sempre esteve diretamente ligado com
altas demandas de producdo de energia. Dentro desse contexto, os combustiveis
fésseis sempre se apresentaram como grandes protagonistas. Entretanto, alguns
fatores como a finitude desses recursos, além dos grandes impactos ambientais
causados por sua utilizacdo, vém chamando a atengdo para energias alternativas.
Sendo assim, a utilizagdo de recursos presentes na biomassa apresenta grande
destaque, seja por sua ampla disponibilidade ou por seus beneficios econdmico-
ambientais. Mais especificamente podemos tratar da biomassa lignoceluldsica
como uma fonte alternativa. Dentro desse tipo de matéria-prima s3o encontrados
residuos agricolas (bagaco de cana-de-aglicar, cascas e gramineas), geralmente
descartados, que podem ser utilizados para a producdo de bioetanol
(MATSUSHIKA et al., 2009). Entre os compostos mais abundantes na biomassa
lignoceluldsica, a glicose e a xilose ocupam, respectivamente, o primeiro e o
segundo lugares (PAES; ALMEIDA, 2014). O bioetanol atualmente produzido em
biorrefinarias é resultado dos processos de conversdo de hexoses por meio de
processos metabdlicos realizados por diferentes microrganismos (PAES; ALMEIDA,
2014). Existe uma diversa gama de agentes responsaveis por esses bioprocessos,
como, por exemplo, bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Um dos organismos que apresenta maior efetividade na produc¢do de etanol
é a levedura Saccharomyces cerevisiae. Por ser amplamente utilizado como
modelo cientifico, esse é um organismo extremamente bem conhecido, tendo
suas vias metabdlicas e métodos de bioengenharia bem descritos. No entanto,
ainda existem alguns desafios relacionados a S. cerevisiae e sua capacidade de
produzir etanol, como, por exemplo, a utilizagdo de xilose no metabolismo.
Existem duas vias principais de catabolismo da xilose, a via xilose redutase — xilitol
desidrogenase (XR-XDH), utilizada majoritariamente por fungos, e a via da Xilose
Isomerase (XI), utilizada principalmente por bactérias (Figura 1). A via XR-XDH é
caracterizada por ocasionar um desbalango durante o processo de excre¢do do
xilitol (MATSUSHIKA et al. 2009). A fim de tentar evitar essa dificuldade, uma
alternativa interessante é a bioengenharia de linhagens de S. cerevisiae capazes
de expressar genes codificadores para xilose isomerase.

Neste trabalho, uma linhagem curada de Saccharomyces cerevisiae foi
transformada utilizando novos genes codificadores para Xl. Dessa maneira,
analisaremos a eficiéncia da utilizagdo da xilose pela via da isomerizagdo.
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Xilose Xilose
l Xilose < NAD(P)H
Redutase NAD(P)*
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Desidrogenase NADH
Xilulose Xilulose
ATP ATP
| Dtoquinase I
Xilulose — 5P Xilulose — 5P
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Figura 1. Vias metabdlicas da xilose em fungos e bactérias. A: via XR-XDH; B: via da Xilose Isomerase.

Fonte: Paes (2015).

Materiais e métodos

Linhagem de levedura

A linhagem de S. cerevisiae utilizada, que chamaremos de Levedura Curada 7
(LC7), é o resultado da cura da levedura CEN.PK 113.3C Atrp1-289::p424-GPDXI,
Aura-52::p426-TEFXK (Levedura 7- XIXK (L7XIXK) construida previamente em um
trabalho de mestrado realizado na Embrapa Agroenergia (PAES, 2015). A cura
consistiu na retirada dos plasmideos p424-GPDXI e p426-TEFXK do citoplasma da
levedura. A linhagem L7XIXK demonstrava melhores taxa de crescimento, menor
fase lag e maior produtividade de etanol.

Escolha dos genes

Dez novos genes possivelmente codificadores para xilose isomerase foram
prospectados em bancos de dados, a partir de semelhanga com os genes: Xl
Piromyces, descrito por Kuyper et al. (2003), XI Burkholderia, X|I Prevotella
ruminicola. Os genes foram sintetizados por empresa terceirizada e clonados no
mesmo plasmideo p424 utilizado anteriormente.
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Transformacgao de leveduras

A linhagem LC7 foi transformada com os diferentes genes sintetizados. Como
parametros comparativos, foram criadas as linhagens LC7XIPiro, da linhagem
curada transformada com plasmideo contendo XIPiromyces e LC7@ da mesma
linhagem transformada com o plasmideo vazio. A transformagdo foi realizada por
choque térmico seguindo o protocolo descrito por Gietz e Schiestl (2007). Porém,
algumas mudancas foram feitas no protocolo. Durante o preparo de células
competentes esperou-se que a OD600 duplicasse trés vezes. Foram utilizados 100 ng
de DNA plasmidial nas transformagdes. Os transformantes foram selecionados em
meio YNB suplementado com glicose (20 g/L) e URA (100 mg/L).

Identificagcdao de transformantes

Apos a transformacao, trés colonias de cada gene foram replicadas e crescidas
em meio YNB Glicose em shaker com rota¢do de 200 rpm e 30 °C. Em um primeiro
teste, as células crescidas em meio de glicose foram transferidas para tubos falcon
contendo 10 mL de meio minimo YNB xilose. Posteriormente, foram selecionados os
transformantes que apresentaram crescimento em meio minimo com xilose, os
quais tiveram col6nias isoladas e validadas por PCR para os genes de interesse.

Caracterizacao dos transformantes

Os transformantes obtidos que demonstraram crescimento em meio minimo
com xilose foram isolados e caracterizados por meio de fermentagdo aerdébica em
erlenmeyer contendo 50 mL de meio minimo suplementado com xilose e anélise
dos metabdlitos gerados por HPLC.

Resultados e discussao

Foram gerados transformantes para os controles e para sete dos genes
codificantes para XlI escolhidos. Apds o isolamento de transformantes em meio
minimo, a inser¢ao dos plasmideos contendo os genes de interesse foi confirmada
por PCR.

O primeiro teste de crescimento revelou que todas as linhagens foram
capazes de crescer em meio minimo utilizando xilose como unica fonte de
carbono. O segundo teste, no qual foi feita a fermentacao das leveduras em 50 mL

[72]
O
g
c
©
=]
g
©
S
O




Genética e Biotecnologia Microbiana

de meio, revelou um crescimento significativo da linhagem controle, transformada
com XlI-Piromyces (C+), com sua ODgyo variando em 0,374 em 69 horas (Figura 2).

As amostras contendo os genes prospectados, quando comparadas a
atividade da linhagem LC7XIPIRO, ndo apresentaram um crescimento superior ao
controle positivo (Figura 2). De qualquer forma, as linhagens MUCI, FLAVO e
MEJOT apresentaram melhor crescimento que os controles negativos, que
apresentaram um crescimento ndo significativo, podendo ser fruto apenas de
variagdes no processo de pipetagem ou do espectrofotometro utilizado para a
leitura (Figura 2). A andlise completa do perfil de crescimento, feita em triplicata e
producdo de metabdlitos dos transformantes comparado aos controles em alta
densidade celular, se faz necessario para melhor avaliagdo das linhagens
construidas.
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Figura 2. Teste de crescimento em meio minimo com xilose como Unica fonte de carbono. As barras
representam a variagdo de crescimento no intervalo de 69 horas. A ODg inicial das amostras foi de
0,5. As cores verde (controle positivo), vermelho (controles negativo) e azul (diferentes genes
avaliados) representam as diferentes linhagens.

Conclusoes

Neste trabalho, foram construidas linhagens capazes de utilizar uma pentose
muito comum na biomassa lignoceluldsica, a xilose. Essas linhagens de S.
cerevisiae foram transformadas com genes codificadores para xilose isomerase,
na tentativa de identificar novos genes-alvo, para possivel utilizagdo na
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construgdo de linhagens adaptadas ao uso de xilose a partir de biomassa
lignoceluldsica. Trés possiveis candidatos foram identificados.
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Expressao heterdloga de monoxigenases de
polissacarideos bacterianas em Pichia
pastoris

Fernanda Pinheiro dos Santos’, Kelly Barreto Rodriguesz, Madrcio Waluce
Pinheiro Rocha de Santanoﬁ, Thais Fabiana Chan Sa/um4, Léia Cecilia de
Lima dearoS, Bruno dos Santos Alves Figueiredo Brasil®

Resumo

A descoberta das monoxigenases de polissacarideos liticas dependentes de
cobre (LPMOs), que agem em sinergismo auxiliando outras enzimas na
degradacdo da celulose, gerou um grande interesse da comunidade cientifica em
relacdo as pesquisas voltadas principalmente para produgdo de biocombustiveis a
partir de residuos lignoceluldsicos. A busca por essas proteinas auxiliares em
microrganismos surgiu como uma estratégia promissora, pois ha grande
diversidade de isoformas e disponibilidade de sequéncias genomicas. Diante
disso, o presente trabalho teve como objetivo a expressdao de LPMOs de origem
bacteriana utilizando o sistema de expressdo da levedura Pichia pastoris. Foram
obtidos clones de P. pastoris transformados com todos os seis genes candidatos,
porém apenas o gene referente a LPMO de Thermobifida fusca YX obteve sucesso
na expressao.

Introdugao

A producdo de energia renovavel derivada de biomassa é uma alternativa
para reduzir o uso intensivo de combustiveis fosseis e para diversificar e garantir o
suprimento de energia no futuro. No entanto, a producdo de etanol a partir de
biomassa lignoceluldsica (etanol 2G ou de segunda geragdo) depende do
desenvolvimento de tecnologias para exploragdo eficiente dos componentes da
parede celular vegetal.
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A recalcitrancia da celulose é um dos fatores limitantes para a hidrdlise
enzimatica e impde a necessidade de adicdo de elevada carga de enzimas
hidroliticas (LEE et al., 2009). Portanto, novas enzimas que tornem a sacarificagdo
mais eficiente tem sido buscadas. Nesse contexto, a descoberta das
monoxigenases de polissacarideos liticas dependentes de cobre (LPMOs)
revolucionou o conhecimento sobre a degradagdo enzimatica da celulose e
atualmente é aceito que essa degradagdo inclui componentes com acgao
hidrolitica e oxidativa.

As monoxigenases de polissacarideos liticas dependentes de cobre (LPMOs)
sdo uma importante classe de enzimas auxiliares, as quais agem sinergicamente
com celulases, aumentando a eficiéncia e diminuindo os custos da etapa de
sacarificagdo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo a expressdo de
LPMOs bacterianas na levedura P. pastoris.

Materiais e métodos

Selecdo de monoxigenases de polissacarideos (LPMOs) bacterianas
a partir de banco de dados

A partir da base de dados de dominio publico CAZY (Carbohydrate-Active
enZYmes Database) e de literatura especifica, foram selecionados seis genes
codificadores para enzimas monoxigenases de polissacarideos (LPMOs) de
diferentes bactérias, sendo eles: gene 1(F1), gene 2(F2), gene 3 (F3), gene 4 (F4),
gene 5 (F5) e gene 6(F6).

A base de dados de dominio publico NCBI (National Center for Biotechnology
Information) foi utilizada para obter as sequéncias proteicas e nucleotidicas. Apds
analise in silico a sequéncia do peptideo sinal nativo para secre¢do das proteinas
foi retirada dos genes selecionados, uma vez que se optou por utilizar a sequéncia
sinal de secrecdo (denominado a-factor, nativa de Saccharomyces cerevisiae)
existente no vetor de Pichia pastoris, pPICZaA (Life Technologies) (Figura 1). Apds
a remocado, foi necessario fazer analise desses genes modificados, de forma a
garantir a integridade do frame das construcdes apds subclonagem no vetor final
(pPICZaA). Nessa etapa, também foram inseridos dois sitios de restricdo: um para
a enzima EcoRl (extremidade 5’) e outro para Xbal (extremidade 3’). As
construgdes foram analisadas utilizando o programa Geneious versdo 7.1.8., e
dois nucleotideos foram adicionados antes do sitio da enzima de restricao Xbal,
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com o objetivo de manter as construgdes em frame (tradugdo correta das
proteinas).

As sequéncias foram submetidas e otimizadas na plataforma GeneArt (Life
Technologies), para expressdo em Pichia pastoris.

EcoRl Xbal
Primer 5'AOX For |
-

_ Proteina de interesse HisTag

Primer 3'AOX Rev

Figura 1. Representagdo esquematica das clonagens em P. pastoris.

Transformacgao de Escherichia coli por eletropora¢gao com os genes
codificadores de LPMOs bacterianas

Para a transformagao de E. coli, foram utilizados 2 puL de DNA, na concentragdo
de 10 ng/uL, conforme descrito por Sambrook e Russel (2001). Foram selecionadas
duas coldnias transformadas de cada gene, que foram inoculadas em meio LB agar
contendo Zeocina (25 pg/mL). A extracdo de DNA plasmidial foi realizada
utilizando-se o kit GenelET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific).

Para confirmar se as constru¢des continham o gene de interesse, o DNA
plasmidial extraido de E. coli foi analisado por padrdo de restrigao, utilizando os
sitios de restricdo selecionados para a sintese das sequéncias (EcoRI na extremidade
5 e Xbal na extremidade 3’). Para as restricGes, foram utilizados os seguintes
reagentes: tampdo - Promega, 50 ng/uL de DNA, EcoRl 15U/uL - Invitrogen,
Xbal 12 U/uL - Promega e dgua destilada para um volume final de 10 pL.

Transformagao de P. pastoris por eletroporagao com os genes
codificadores de LPMOs bacterianas e sele¢ao de clones positivos

Apds a confirmacdo das construcdes por padrdo de restricdo, as colénias
transformadas de E. coli selecionadas foram inoculadas em meio LB contendo
25 pg/uL de Zeocina. A extragdo de DNA foi realizada utilizando kit comercial
‘QIAGEN Plasmid Midi Kit’ (Qiagen), obtendo-se quantidade suficiente de DNA
para linearizar e purificar os plasmideos para a transformacdo em Pichia pastoris.

De acordo com o manual que foi utilizado para transformagdo (EasySelect™
Pichia Expression Kit - Invitrogen) (INVITROGEN, 2010), os plasmideos devem ser
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linearizados para que ocorra a integracdo do gene de interesse no genoma da
levedura e as enzimas que podem ser utilizadas para linearizar o vetor pPicZaA sdo
Pme | e Sac |. Portanto, os plasmideos contendo os genes 1 (F1), 3 (F3), 4 (F4), 5 (F5)
e 6 (F6) foram linearizados com a enzima Sac | e o plasmideo contendo o gene 2 (F2)
foi linearizado com a enzima Pme |. O protocolo seguido para a restricdo dos
plasmideos fez uso dos seguintes reagentes: tampao Sac | 10X, 3-5 pug de DNA, Sac |
ou Pme | 10 U/pL e dgua destilada para um volume final de 10 pL.

Os plasmideos previamente linearizados foram entdo purificados por
precipitagio com  etanol (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Células
eletrocompetentes da linhagem X-33 de P. pastoris foram transformadas por
eletroporagdo e incubadas a 30 °C por 48 a 72 horas em meio YPD contendo
Zeocina (100 pg/ulL). Depois do crescimento dos transformantes de P. pastoris,
foi feita a lise das leveduras, utilizando o protocolo adaptado do manual
EasySelect™ Pichia Expression Kit. O DNA gendmico de P. pastoris foi
diretamente utilizado como molde em reagdes de PCR (polymerase chain
reaction). Para tanto, foram utilizados primers especificos que flanqueiam as
regides 5’e 3’ do promotor AOX1. O gene AOX1 é responsdvel pela maior parte
da atividade alcool oxidase da célula. A recombinacdo homdloga no genoma de
Pichia pode ocorrer de duas formas: na regido do promotor AOX2, o que resulta
na reduc¢do da capacidade das células para metabolizar metanol, resultando em
uma linhagem denominada Mut® (Methanol utilization slow); ou na regido do
promotor AOX1, que confere aos transformantes a capacidade de metabolizar
metanol como Unica fonte de carbono e resulta em células capazes de
crescerem bem em meio com metanol. Essas células sdo denominadas Mut”
(Methanol utilization plus). Uma vez que a linhagem utilizada para a
transformacdo foi a selvagem X-33, espera-se o padrio Mut’, que é
caracterizado, apds a PCR, pela visualizacdo de duas bandas com os tamanhos
de 2.200 pb e o tamanho do gene mais 588 pb, provenientes do vetor.

Cada reagao de PCR para confirmagdo da insergdo dos genes no genoma de P.
pastoris continha: 1X de 10X PCR Rxm Buffer (-MgCl,) (Invitrogen), 3,7 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs 10mM (Invitrogen), 0,8 mM de primer 5'AOX1 Forward,
0,8 mM de primer 3’AOX1 Reverse, 5-20 ng de DNA, 1,0 U de Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) e agua destilada para um volume final de 25 pL. Para a
amplificacdo foi utilizada uma desnaturagdo inicial a 95 °C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento do primer a 54 °C
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por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 4 minutos. A extensao final foi a 72 °C por
10 minutos.

Inducao por metanol dos clones de P. pastoris contendo os genes
de LPMOs bacterianas

Uma coldnia de cada transformante de P. pastoris foi inoculada em 25 mL de
meio BMGY e incubada a 30 °C sob agitacdo de 250 rpm, até atingir uma ODgy de
2 a 6. Ao mesmo tempo, foi utilizado como controle da expressdo e de
backgorund um clone de P. pastoris transformado com vetor pPicZaA sem inserto.

As células foram entdo coletadas por centrifugacdo e ressuspendidas em
50 mL de meio BMMY, obtendo-se uma ODgqy final de 1.0. As mesmas foram
transferidas para erlenmeyers e novamente incubadas a 30 °C sob agitacdo de
250 rpm.

A cada 24 horas, foi adicionado metanol 100% a uma concentragdo final de
0,5% para manter a indugdo dos transformantes. Durante 72 horas de indugao,
foram coletadas aliquotas de 1 mL em tubos de 1,5 mL a cada 24 horas. Essas
foram centrifugadas e o sobrenadante transferido para outro tubo de 1,5 mL.
Tanto o pellet quanto o sobrenadante foram armazenados em freezer -80 °C para
posterior analise por SDS-PAGE e Western Blot.

Andlise das proteinas expressas em P. pastoris por SDS-PAGE e
Western Blot

Apds a inducgdo, as amostras foram avaliadas por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida 12% e Western Blot, para o qual foi utilizado o
anticorpo Anti-HisTag (Sigma), uma vez que todas as proteinas foram clonadas in
frame com a cauda de histidina existente no vetor pPICZaA (Figura 1). O SDS-
PAGE e o Western Blot foram realizados de acordo com o protocolo de Sambrook
e Russel (2001).

Resultados e discussao

O resultado da restricdo do DNA plasmidial extraido de E. coli foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose 1%, onde foram visualizados fragmentos de DNA
correspondentes aos tamanhos dos genes sintetizados (Figura 2), um do tamanho
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esperado do vetor (3.000 pb) e o outro dos fragmentos clonados
(aproximadamente 500 pb), confirmando que os plasmideos possuem o gene de
interesse. Dessa forma, pdde-se dar inicio a transformacdo de leveduras com
esses plasmideos.

3000 pb—>
3000 pb_> - — )

500 pb —>

Figura 2. Padrdo de restricdo do DNA plasmidial obtido com as enzimas de restricdo EcoRI e Xbal. Em
(A) pogo 1: gene 1 (F1); (B) pogo 1: gene 2 (F2), pogo 2: gene 3 (F3); (C) pogo 1: gene 4 (F4), pogo 2:
gene 5 (F5) e pogo 3: gene 6 (F6). As setas indicam o tamanho dos fragmentos de DNA esperados.

M - Marcador de tamanho molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Os plasmidios selecionados foram entdo linearizados com as respectivas
enzimas de restricdo (Figura 3), sendo observado que o tamanho do plasmideo
tratado com enzima de restricdo (linearizado) estava diferente do ndo tratado
(integro), indicando que ocorreu a linearizagdo. Apds a preparagdo do DNA
linearizado, leveduras P. pastoris, linhagem X-33, foram entdo transformadas.

Para avaliar a integragdo dos genes de interesse no genoma de P. pastoris,
foi realizada a PCR, cujos produtos de amplificagdo podem ser visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1%, conforme a Figura 4.

De acordo com o manual EasySelect™ Pichia Expression Kit, quando o padrdo
de amplificagdo esperado é Mut’, devem ser visualizados dois fragmentos apds a
PCR: um de aproximadamente 2.200 pb, que corresponde ao gene AOX1, e o
outro do tamanho do gene de interesse mais 588 pb (no caso do vetor pPICZaA),
provenientes do vetor.
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F1 linearizado
F5 linearizado

F1 integro
F2 linearizado

F2 integro
F3 linearizado
F3 integro
F4 integro
F6 integro

* F4 linearizado
A F6 linearizado

ﬁ‘,
“-

& F5 integro

-
i

3000 pb

f
L

Figura 3. Plasmideos digeridos (linearizados) e integros, respectivamente. Em (A) pogo 1 e 2: gene 1
(F1); (B) pogo 1 e 2: gene 2 (F2), poco 3 e 4: gene 3 (F3); (C) poco 1 e 2: gene 4 (F4); pogo 3 e 4: gene 5
(F5) e pogo 5 e 6: gene 6 (F6). M- Marcador de tamanho molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Todos os clones de P. pastoris estudados no presente trabalho, que
apresentam genes codificadores para LPMOs bacterianas, apresentaram o padrao
Mut’, e esses clones foram submetidos a indugdo por metanol.

Aliquotas das amostras retiradas durante a indugdo foram utilizadas para a
analise da expressdo das proteinas por SDS-PAGE e Western Blot, que podem ser
visualizadas na Figura 5. Essa anadlise confirma a expressdo da LPMO de
Thermobifida fusca, a qual esta fusionada com cauda de histidina.

No entanto, ndo houve detecgdo das demais LPMOs bacterianas clonadas em
P. pastoris até o momento. Possivelmente, estas ndo estdo sendo secretadas de
forma efetiva para o meio ou o metanol, utilizado na inducdo dos clones de
Pichia, provavelmente pode ser toxico a levedura na concentragdo utilizada,
prejudicando a expressdo das proteinas.

A partir desses resultados, novas induc¢des serdo realizadas, com base em
outras referéncias, como Wang e colaboradores (2014), os quais testaram
diferentes concentragdes de metanol e solugdes que inibem a agdo das proteases,
enzimas que podem degradar as proteinas durante o processo de purificagdo.
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Figura 4. Avaliagdo por PCR da integracdo dos genes de interesse no genoma de P. pastoris. Em (A):
um clone de P. pastoris contendo o gene 1 (F1); (B): cinco clones de P. pastoris contendo o gene 2 (F2);
(C): cinco clones de P. pastoris contendo o gene 3 (F3); (D): cinco clones de P. pastoris contendo o
gene 4 (F); (E): cinco clones de P. pastoris contendo o gene 5 (F5) e (F): cinco clones de P. pastoris
contendo o gene 6 (F6). M - Marcador molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder.
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Figura 5. SDS-PAGE e imunomarcagdo da indugdo por metanol da LPMO de Thermobifida fusca YX. Em
(A) - Gel de poliacrilamida desnaturante 12%, corado com Coomassie Blue (B) — Membrana de

nitrocelulose marcada com anticorpo anti-HisTag. M — Marcador Color Protein Standard Broad Range
(NEB).
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Conclusao

A andlise da expressdao de proteinas confirmou a expressdao apenas da
enzima LPMO de Thermobifida fusca YX. Todos os clones de P. pastoris contendo
os novos genes de LPMOs bacterianas analisados até o momento apresentaram o
padrio Mut® e serdo, portanto, novamente induzidos por metanol e avaliados
quanto a expressao por eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blot.
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Clonagem e expressao de genes de
monoxigenases de polissacarideos liticas
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Resumo

Um dos grandes desafios no processo de conversdo de biomassa lighoceluldsica
em agucares fermentesciveis é a obtencdo de coquetéis enzimaticos com alta
eficiéncia, para atuagdo no processo de hidrélise enzimatica. O conceito classico
de que a degradacgdo da celulose e de outros polissacarideos na natureza é um
processo hidrolitico tem sido revolucionado nos ultimos anos. Isto se deve a
descoberta em microrganismos (especialmente fungos) das monoxigenases de
polissacarideos liticas dependentes de cobre (LPMOs - lytic polysaccharide
monooxygenase). Essas enzimas realizam clivagem oxidativa da celulose (e
também de hemicelulose, amido e quitina) e, atualmente, a degradagdo desses
polissacarideos é considerada um processo hidrolitico e oxidativo. As LPMOs sdo
capazes de clivar a celulose e outros polissacarideos em suas regides cristalinas
usando um mecanismo oxidativo que depende da presenca de ions metalicos
divalentes (cobre) e de um doador de elétrons. LPMOs de diferentes familias
podem apresentar efeito sinérgico as hidrolases durante a hidrélise de substratos
celuldsicos e hemiceluldsicos. Apesar desse potencial, somente um pequeno
nuimero de LPMOs tem sido caracterizado e validado como aditivo na conversdo
de biomassa. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo selecionar genes
candidatos de LPMOs de fungos, bem como clonar e expressar esses genes em P.
pastoris. A selecdo de genes candidatos e a clonagem de seis genes de LPMOs de
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fungos em P. pastoris foram realizadas com sucesso, e a etapa de expressao foi
confirmada até o momento para um desses genes.

Introdugao

A elevada demanda mundial de energia, as fontes de petrdleo instaveis e
incertas e a preocupagdo com a mudancga climatica global levaram ao interesse no
desenvolvimento de tecnologias para geragdo de energias renovaveis com o
intuito de reduzir o consumo de combustivel féssil. Uma das alternativas é a
utilizacdo de biomassa vegetal para a produgdo de etanol de primeira ou segunda
geracao (celulésico) (HIMMEL, 2007).

As biomassas lignocelulésicas oriundas dos cultivos, colheitas e
beneficiamento de grdos, cereais, gramineas, etc. sdo recursos renovaveis e
possiveis substratos para obtencdo de etanol de segunda geracdo. No entanto, o
custo de obtencdo desse biocombustivel ainda é um dos obstaculos para
exploragdo dessas biomassas vegetais. Todos o0s processos para o
desenvolvimento dessa tecnologia ainda sdo trabalhados para melhorar os
rendimentos de glicose durante a hidrélise e subsequente fermentagao a etanol.
A etapa de hidrdlise enzimatica da parede celular vegetal faz uso de combinac¢des
de enzimas microbianas a fim de vencer a recalcitrancia da celulose e lignina
(HIMMEL, 2007; WANG et al.,, 2014). Na hidrdlise, a celulose e hemicelulose
(dependendo do pré-tratamento) sdo degradadas por enzimas hidroliticas
microbianas em monossacarideos e oligossacarideos. Até recentemente, somente
as enzimas hidroliticas eram consideradas importantes na degradagao de celulose
e hemicelulose a agucares fermentesciveis. A descoberta de que monoxigenases
de polissacarideos (LPMOs de fungos principalmente, mas também de bactérias)
aumentam a ag¢do de enzimas hidroliticas forneceu uma nova dimensdo ao
conceito cladssico de degradagdo da celulose e da hemicelulose, conforme
revisado por Horn et al. (2012) e Agger et al. (2014).

Genes codificadores de LPMOs sdo abundantes nos genomas de
microrganismos capazes de converter biomassa e essas enzimas oxidativas
representam um novo paradigma para degradacdo de polissacarideos
recalcitrantes, revelando sua importancia para o desenvolvimento de
biorrefinarias. Nesse aspecto, o estudo de novas LPMOs microbianas, sejam elas
provenientes de bancos de dados, de espécies microbianas cultivdveis ou de
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microrganismos ndo cultivaveis (abordagem metagen6mica), pode permitir o
desenvolvimento de coquetéis enzimaticos mais eficientes para hidrdlise de
determinada biomassa de interesse. Paralelamente, sua utilizagdo como aditivo
durante a sacarifica¢do de biomassa pode permitir uma diminui¢cdo na quantidade
de enzimas hidroliticas necessdrias para sacarificagdo, reduzindo os custos de
producgdo de etanol lignoceluldsico, como apontam diversos estudos (KITTL et al.,
2012; CANNELLA et al., 2016).

Objetivo geral

Selecionar e clonar seis genes codificadores de LPMOs de fungos para
expressao em levedura P. pastoris.

Material e métodos

Selecao e sintese de genes candidatos

A selecdo dos genes de LPMOs de fungos filamentosos foi realizada
utilizando programas e base de dados de dominio publico, tais como CAZY
(Carbohydrate-Active enZYmes Database) e NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Os critérios para sele¢do dos genes candidatos
incluiram: revisdao de literatura e de patentes, analise filogenética, taxonomia e
biologia das espécies, capacidade de degradacdo de polissacarideos. Dessa forma,
cinco genes foram selecionados provenientes de espécies de fungos das classes
Ascomycota e Basidiomycota (microrganismo 1 a 5). Também foi selecionado para
sintese um gene de LPMO do ascomiceto Trichoderma reesei, ja caracterizado na
literatura, a fim de utiliza-lo como modelo e padrdo de comparagao nas etapas
posteriores do trabalho. Para as analises de confirmag¢do da expressdao das
proteinas (SDS-PAGE e Western blot), também foi incluida uma LPMO bacteriana
modelo (de Thermobifica fusca) expressa em P. pastoris e purificada previamente
(dados ndo mostrados).

A sequéncia do peptideo sinal nativo para secrecao das proteinas foi retirada
dos genes selecionados, uma vez que se optou por utilizar a sequéncia sinal
(denominada a-factor, nativa de Saccharomyces cerevisiae) existente no vetor de
P. pastoris, pPICZaA (Life Technologies). Apds a remocdo das sequéncias ndo alvo
(peptideo sinal nativo), foi necessario fazer analise desses genes modificados, de
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forma a garantir a integridade do frame das construgdes para subclonagem no
vetor de expressdo (pPICZaA). Nessa etapa, também foram inseridos dois sitios de
restricdo: um para a enzima EcoRl (extremidade 5°) e outro para Xbal
(extremidade 3°). As construgSes foram analisadas utilizando o programa
Geneious versdo 7.1.8. e foi necessario adicionar dois nucleotideos antes do sitio
da enzima de restricdo Xbal, com o objetivo de manter as constru¢des em frame
(tradugdo correta das proteinas).

As sequéncias foram submetidas e otimizadas na plataforma GeneArt (Life
Technologies) e posteriormente foram sintetizadas e clonadas em vetor de
expressao para P. pastoris.

Transformacgao de Escherichia coli por eletroporagao

Células eletrocompetentes de Escherichia coli DH10B foram preparadas para
transformacdo por eletroporagdo, de acordo com o protocolo descrito por
Sambrook e Russel (2001).

Os cinco genes sintetizados de LPMOs de fungos foram recebidos na forma
liofilizada, contendo 5 pg de DNA. Esses foram entdo ressuspendidos em 50 plL de
tampdo de eluicdo (10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0), para serem
armazenados a uma concentragdo estoque de 100 ng/uL. As transformacdes de E.
coli foram realizadas com 2 pL do DNA previamente diluido do estoque (10 ng/uL)
e, em seguida, as células foram plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani Agar
contendo zeocina (25 pg/ulL) e crescidas a 37 °C, por 16 a 20 horas, de acordo com
o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). De cada transformacdo, foram
selecionadas trés colonias das placas, que entdo foram inoculadas em 3 mL de
meio Luria Bertani contendo zeocina (25 pg/uL). Para confirmar a inser¢do em
pelo menos uma col6nia, foi feita a extragdo do DNA plasmidial utilizando o kit
‘QIAGEN Plasmid mini Kit' e entdo realizada a clivagem do DNA plasmidial com
Eco Rl (extremidade 5) e Xba | (extremidade 3°).

Transformacgao de P. pastoris por eletroporagao

Depois de confirmada a clonagem dos genes de LPMOs em E. coli, foi feita
extracdo de DNA plasmidial utilizando kit ‘QIAGEN Plasmid Midi Kit’ para
obtengdo da quantidade necessdria de DNA (5 pug — 10 ug). Para a transformacgao
de P. pastoris X-33, aproximadamente 5 pg de DNA plasmidial foram clivados com
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a enzima de restri¢gdo ‘Sac I'. Essa linearizagdo é necessaria para que ocorra a
integracdo do gene de interesse no genoma da levedura. As transformacgdes
foram feitas de acordo com o protocolo ‘EasySelect™ Pichia Expression Kit
(Invitrogen)’ e entdo as leveduras foram inoculadas em YPDS (Yeast Extract
Peptone Dextrose+Sorbitol) com zeocina (100 pg/uL) e incubadas a 30 °C por até
72 horas. As colbnias que cresceram foram repicadas em placas para cultura de
células com 96 pogos (deep well) contendo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose)
e zeocina (100 pg/uL) por até 48 horas e, posteriormente, criopreservadas
(glicerol 30%).

Indugado por metanol dos clones de P. Pastoris e analise molecular
dos transformantes

Apds a transformagdo da P. pastoris, o DNA gendmico da levedura foi
extraido com ‘Gentra Puregene Yeast/Bact. Kit’. Esse DNA gendémico foi utilizado
como molde na reagdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) com os primers 5°
AOX1 e 3" AOX1 para confirmar a inser¢do do gene de interesse (gendtipo ou
padrdo de bandas denominado Mut® Methanol utilization plus). Depois de
confirmado o padrio de bandas do tipo Mut", foi iniciada a indugcdo com metanol
para verificar se as proteinas codificadas pelos genes de LPMOs estavam sendo
expressas. A indugdo para expressdao das proteinas recombinantes foi realizada
conforme descrito no manual ‘EasySelect™ Pichia Expression Kit’, com adaptagdes
relacionadas a concentracdo de metanol. A confirmagdo da expressdo das LPMOs
foi feita por immunoblotting utilizando anticorpo anti His-tag e SDS-PAGE com
corante Coomassie Blue R-250.

Resultados e discussao

O padrdo de bandas obtido na clivagem do DNA plasmideal com as enzimas
de restrigao EcoRl e Xbal confirmou a clonagem dos genes de interesse em E. coli,
conforme pode ser visto na Figura 1. A presenca de dois fragmentos de DNA pode
ser observada nas amostras digeridas, como o exemplo indicado pela seta (4.2d).

Os vetores ndo digeridos com enzima de restricdo apresentaram tamanho
de 3.600 pb (4.2), enquanto os digeridos apresentaram duas bandas (de 3.000 pb
e 600 pb, aproximadamente), que correspondem aos tamanhos esperados do
vetor e do gene inserido, respectivamente.
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Figura 1. Clivagem enzimatica com EcoRl e Xbal. Clivagem do DNA plasmidial de E.coli transformada
por eletroporagdo mostrando os padrdes de bandas do plasmideo digerido e ndo digerido (4.2, 4.3 —
Basidiomycota; 5.1, 5.2, 5.2 — Ascomycota), em que a letra ‘d’ representa o plasmideo digerido e a seta
indica o tamanho do fragmento esperado do gene inserido. 1kb - GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 2 é apresentado o resultado da linearizagdo com Sac/ do DNA plasmidial
extraido de E. coli contendo os genes dos fungos provenientes de Basidiomycota
(1, 3 e 4) e Ascomycota (2 e 5) que foram selecionadas ao crescerem em meio de
cultura Luria Bertani Agar com zeocina.

ApOs a transformacdo de P. pastoris com o DNA linearizado, iniciou-se, entdo, a
busca por transformantes com padrdo de bandas do tipo Mut® (Methanol
utilization plus). O padrdo de bandas Mut" é indicado pela amplificagio de duas
bandas (tendo o DNA gendmico de P. pastoris como molde), uma correspondente
ao tamanho do gene de interesse (~~588 pb) e a outra correspondente ao gene
AOX1 da levedura (aproximadamente 2,2 Kb). Durante a transformacéo, caso a
recombinacdo ocorra na regidao 3’AOX1, o gene selvagem AOX1 da P. pastoris ird
sofrer disrupc¢do, tendo entdo a capacidade de utilizar o metanol como fonte de
carbono reduzida, sendo chamada de transformante Mut® (methanol utilization
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slow). Entretanto, a expressdo da proteina heterdloga ainda pode ocorrer em
menor quantidade.

Figura 2. Linearizagdo do DNA plasmidial de E. coli com Sacl dos clones de Basidiomycota (1, 3 e 4) e
Ascomycota (2 e 5). Resultado da linearizagdo do DNA plasmidial de E. coli em que 1 é o plasmideo ndo
linearizado e 1L é o plasmideo linearizado seguindo o mesmo cédigo para os demais.

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 3, podemos observar o padrdo de bandas Mut” que foi amplificado por
PCR a partir do DNA genbmico extraido de diferentes clones de P. pastoris
(indicado pelas setas vermelhas). Nessa figura podemos observar que alguns
transformantes de P. pastoris possuem o padrio de bandas Mut" desejado, por
exemplo, o transformante B4 com o gene do microrganismo 4 (4B4 -
Basidiomycota). Assim, todos transformantes que possuem o padrdo de bandas
Mut" foram selecionados para a etapa de induc3o.

Nas Figuras 4 e 5, podem ser observados os resultados da analise de SDS-PAGE e
de Western Blot, respectivamente, de 5 LPMOs selecionadas neste trabalho.
Apenas o tempo de 72 horas de indugdo foi submetido a andlise. Em ambas as
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Figuras, podem ser observadas bandas da proteina utilizada como controle
positivo (LPMO da bactéria Thermobifida fusca fusionada a cauda de histidina).

Figura 3. PCR do DNA gendmico de P. pastoris com primers 5'AOX1 e 3'AOX1. Avaliagdo da integragdo
por PCR do gene de Basidiomycota (4) no genoma de dez clones de P. pastoris. 1kb - Marcador
molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Fonte: Arquivo pessoal.

25kDa =—

17 kDa =

Figura 4. SDS-PAGE da indugdo de P. pastoris recombinante — 72 h. SDS-PAGE da indugdo realizada
com cinco clones de P. Pastoris transformadas com genes de Basidiomycota (1 e 3) e Ascomycota (2).
Controle positivo (LPMO da bactéria Thermobifida fusca).

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 5. Western Blot da indugdo de P. pastoris recombinante — 72 h. Western Blot da indugdo
realizada com cinco clones de P. Pastoris transformadas com genes de Basidiomycota (1 e 3) e
Ascomycota (2). Controle positivo (LPMO da bactéria Thermobifida fusca).

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 4, ainda é possivel observar a secrecdo de proteinas (retangulo
vermelho) durante o processo de indugdo, mostrando que ocorreu o crescimento
da levedura. No entanto, ndo foi possivel visualizar a cauda de histidina das
LPMOs de origem fungica clonadas em P. pastoris apds a indu¢do por metanol,
como observado na Figura 5.

As proteinas secretadas na Figura 4 indicam que ha secre¢do de proteinas
heterélogas (LPMOs), uma vez que a expressdo de proteinas heterdlogas
normalmente ocorre em maior quantidade do que as proteinas nativas (ndo
visualizadas no gel), porém o tamanho delas, cerca de 17 kDa, ndo confere com o
tamanho esperado das LPMOs de fungos, 25 kDa a 30 kDa. Assim, é possivel que
na LPMO exista um ponto de clivagem sendo identificado por proteases durante a
traducdo na porc¢ao C-terminal, onde estd a cauda de histidina.

Dessa forma, pode-se dizer que a técnica foi realizada corretamente, porém a
expressdo das LPMOs selecionadas ndo foi detectada, ou porque ndo foram
expressas, ou, se expressas, ndo foram secretadas. Wang (2014) ja demostrou que
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pode ocorrer degradagdo de proteinas heterdélogas por proteases, o que afeta
consideravelmente a detecgdo no Western Blot.
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Figura 6. SDS-PAGE e Western Blot de P. Pastoris 0 h e 96 h. Resultado da indugdo de P. Pastoris com o
gene modelo de LPMO proveniente de T. reesei.

llustragdo: Kelly Barreto Rodrigues.

Na Figura 6, observamos a LPMO modelo do fungo T. reesei expressa em P.
pastoris, em que podemos observar uma proteina com cerca de 75 kDa e é
possivel observar que a cauda de histidina na LPMO modelo esta presente.

Consideracgoes finais e perspectivas

Até o momento, foi possivel confirmar a expressdo de uma LPMO modelo
previamente caracterizada do fungo T. reesei, utilizando o sistema de expressao
de P. pastoris.



46

Il Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

Embora a andlise molecular de transformantes de P. pastoris contendo novos
genes de LPMOs selecionados de ascomicetos e basidiomicetos tenha confirmado
0 padrdo de bandas esperado, até o momento ndo foi possivel confirmar se as
proteinas heterdlogas estdao sendo expressas.

Novas tentativas serdo realizadas com algumas alteragbes nos protocolos
utilizados a fim de conseguir expressar as LPMOs recombinantes selecionadas.
Uma vez expressas, deverdo ser feitos testes para determinacdo da atividade
enzimatica, utilizando diferentes metodologias, tais como analise por
espectrometria de massas e ensaios colorimétricos de oxidagdo/reducio.

Apoio financeiro

Este trabalho foi realizado com recursos financeiros do projeto Upzyme
(Embrapa), da Embrapa Agroenergia e também do Banco Nacional de
Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES).
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Genomic and mitochondrial assembly of
xylose-fermenting yeasts from
Debaryomycetaceae family

Andrei Stecca Steindorffl, Marcelo Soares Souza’, Jodo Ricardo Moreira de
Almeida’®, Eduardo Fernandes Formighieri4

Abstract

Cellulosic biomass, especially sugarcane, is an abundant and underused
substrate for biofuel production. The poor efficiency of many microbes to
metabolize the xylose abundant in hemicellulose fraction of biomass creates
challenges for microbial biofuel production derived from pentose sugars. In this
study, we present the genome draft assembly of three yeasts from
Debaryomycetaceae family, as well as the assembly and annotation of
mitochondrial genomes from these isolates. Low coverage assemblies were used
to assembly mtDNA. tRNA carring all aminoacids and rRNA (SSU, LSU) were found.
Coding genes for COX, COB, NADH dehydrogenase complex, ATP synthase were
found as well, excepting ATP8, absent in all three mtDNA. Different strategies
were used to assembly total genomes. As result, assemblies with coverages
ranging from 80X — 200X and mtDNA reads removed, showed better assembly
metrics.

Introduction

The production of cellulosic biofuels presents an economic and environmental
challenge and opportunity. From lignocellulosic materials, which include agricultural
residues such as sugar-cane bagasse, xylose is the second-most abundant sugar, after
glucose. Xylose consumption and consequent fermentation to alcohol on yeasts
depends on assimilation enzymes, including xylose reductase, xylitol
dehydrogenase and xylulokinase, as well as correct balance of NADH/NAD+
under anaerobic conditions. However, natural xylose fermentation remains slow
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and inefficient in the majority of yeasts tested so far. Therefore, improving
xylose utilization in industrially relevant yeasts is essential for producing
economically viable biofuels from cellulosic materials (WOHLBACH et al., 2011).
In this aspect, yeasts from Debaryomycetaceae family are promising candidates
for xylose-fermenting experiments (LOPES et al., 2016). Here we present the
genome draft assembly of three yeasts from Debaryomycetaceae family, as well
as the assembly and annotation of mitochondrial genomes from these isolates.
All work was developed by Bioinformatics Research Group at the Bioinformatics
and Bioenergy Laboratory — LBB. All software used are free to use and run on
Linux OS.

Material and methods

Yeasts isolation, sequencing and quality control

Strains Al, A5 and A9 were obtained from wood decaying samples in
Brasilia, Distrito Federal, Brazil (unpublished data). For each strain, genomic
DNA (gDNA) was isolated and sent for sequencing through two strategies: short
inserts (lllumina Miseq paired-end 2x250bp) and long inserts (lllumina Hiseq
2000 paired-end long jump distance 2x125 bp with 3Kb insert size).

FastQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) was used to
evaluate the libraries quality before and after trimming. For quality trimming
and sequence filtering, the software NGS QC Toolkit (version 2.3.3,
www.nipgr.res.in/ngsqctoolkit.html) was employed to remove sequencing
adapters residues and low quality reads.

The wet lab work was carried out by Microbial Biotechnology and Yeasts
Research Group, and the analysis by Bioinformatics Research Group
(LBB/Embrapa Agroenergia).

Genomes assemblies and mitochondrial genomes annotation

Mitochondrial genomes (mtDNA) were assembled using the premise that
everything with high sequencing coverage will assemble first at low coverage
assemblies. For this purpose, 1x and 2x coverage (based on genome size)
assemblies were performed using AllPaths-LG (GNERRE et al., 2011). All
assemblies (MtDNA and genomes) present same given coverage of short and
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long inserts (2X assembly means 1X of short + 1X of long inserts, 40X is 20X
short + 20X long, and so on).

The “clean” datasets for assemblies were obtained with mapping, after
quality control, of fastq files onto the previously yeast assembled mitochondrial
genome using bwa software (http://bio-bwa.sourceforge.net/), and unmapped
reads were considered “mtDNA clean data”, rescued using samtools function
‘view -f 12 -F 256’.

Trimmed fastq files were used for de novo assembly using AllPaths-LG
varying coverages from 40x to 240x. Metrics used on Figure 1 were calculated
using a custom per script developed in house. The mitochondrial genomes were
annotated using MITOS pipeline (BERNT et al., 2013). This pipeline predicts
coding genes, tRNA and rRNA, and makes functional categorization of each
structure.

Results and discussion

Regarding the mitochondrial assembly, as expected, the first scaffold from 1x
or 2x assembly was mtDNA and the second ribosomal region. In order to verify
the presence of residual pieces from mitochondrial genome in other scaffolds of
clean assembly, nine complete mtDNA from yeasts were used in blastn
comparison and no match was found. Table 1 shows the size of each mtDNA and
coverage from each library. It reveals the importance of clean sequencing files
before assembly due to the high coverage for such small region, compared to
total genome.

Table 1. Mitochondrial genome assembly features. Percent values indicate the representation of

mtDNA at sequenced data for each yeast.

Size %GC Miseq Coverage LID 3kb Coverage
Al 23.3Kb 29.89 1.80% 5,174X 1.20% 2,472X
A5 32.6 Kb 25.19 6.54% 14,392X 11.40% 12,895X
A9 32.6 Kb 2341 3.40% 7,704X 3.80% 4,740X

Structural and functional annotation was performed using MITOS pipeline
(BERNT et al., 2013). The Figure 1 presents linearized-mapping genome of the
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three mtDNAs, all presenting low GC content, ranging from 23.41% to 29.89%
(Table 1). They are composed of 39, 48 and 46 genes (A1, A5 and A9, respectively.
Results in this order from now on), representing 63, 53 and 56% of total mtDNA
and being transcribed by both strands. Among the genes predicted, there are 14,
19 and 20 protein coding genes, including all three subunits of cytochrome c
oxidase (COX1, COX2 and COX3), the apocytochrome b (COB), two subunits of ATP
synthase (ATP6 and ATP9) and seven subunits of NADH dehydrogenase complex 1
(NAD1-6 and NADA4L). LSU and SSU genes code the large and the small rRNA
genes, whereas the other represent 24 tRNA genes able to carry all amino acids in
all three yeasts. An interesting fact is the absence of gene ATP8 in all three
mtDNA. We compared by sequence similarity (standalone tblastn) and did not
find any match in mtDNA or nuclear genome scaffolds.
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Figure 1. Structural and functional annotation of mitochondrial genomes. Coding genes in red:
subunits of cytochrome c oxidase (COX1, 2, 3), the apocytochrome b (COB), ATP synthase (ATP6 and9)
and NADH dehydrogenase complex (NAD1-6 and NADA4L); rRNA in green: LSU and SSU genes; tRNA in
blue: trnA(tgc), trnC(gca), trnD(gtc), trnE(ttc), trnF(gaa), trnG(tcc), trnH(gtg), trnl(gat), trnK(ttt),

trnL1(tag), trnM(cat), trnN(gtt), trnP(tgg), trnQ(ttg). trnR(acg), trnS(gct), trnT(tgt), trnV(tac), trnW(tca),
trnY(gta).
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Figure 2. Assembly profile of yeasts genome using different coverages. All assemblies were performed
using AllPaths-LG software. “Clean” in this context means that clean assemblies does not contain
mtDNA sequences.
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Concerning nuclear genome, aiming to reconstruct the genome as
accurately as possible, we performed different rounds of genome assembly,
varying total genome coverage from 40X to 240X. Figure 2 shows relevant
metrics regarding each assembly: Number of gaps, percentage of genome in
gaps, number of scaffolds, size of major scaffold and N50. Genome size
variation was minimal between assemblies (<0,1%), therefore, was not included
in the figure.

The number and size of genome gaps included into the assembly grow up
in the same pace of coverage, with the exception of A5 yeast, that reduces and
stabilizes after 80X (Figure 2). Other metrics did not change when we increase
coverage. The most relevant information of the Figure 2 is that assemblies
without organelle reads (clean assemblies) were improved in all metrics for all
yeasts analyzed. Based on Figure 1, the sweet spot for better assembly metrics
was between 80x and 200x for all yeasts. The size of genomes was comparable
with yeasts from Debaryomycetaceae family: A1 — 14.5 Mb; A5 — 14.8; A9 — 10.3 Mb.
The next step will be the structural and functional annotation of these three
yeasts genomes and analysis regarding the phylogenetic relationship between
mitochondrial genes and ribosomal regions of yeasts.

Conclusions

In this study, we assembled and annotated the mitochondrial genome from
three different xylose-fermenting yeasts. tRNA carring all aminoacids and rRNA
(SSU, LSU) were found. Coding genes (COX, COB, NADH dehydrogenase
complex, ATP synthase) were found as well, excepting ATP8, absent in all three
mtDNA.

After that, nuclear genome was assembled with and without (clean)
mitochondrial sequences. The clean approach improved significantly the final
assembly in basically all coverages used. This result showed the importance of
clean sequences from “not nuclear” regions before assemblies in order to
remove coverage bias and therefore, improve genome assemblies. The next
step of this work will be the structural and functional annotation of these
nuclear genomes.
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Selecao de familias e genitores de Jatropha
curcas L. para producao de graos via
modelos mistos

Erina Vitdrio Rodriguesl, Bruno Galveas Laviolaz, Rosana Falc§o3, Paulo
Eduardo Teodorod, Julio César MaranaS, Alexandre Alonso Alves®

Resumo

O pinhdo-manso é uma espécie com alto potencial para producdo de
biocombustiveis. No entanto, por ainda encontrar-se em fase de domesticagao,
necessita de estratégias de selecdo de genitores promissores para serem
utilizados na formacgdo de populagdes segregantes superiores. Nesse contexto, o
trabalho tem como objetivo estimar a capacidade geral e especifica de
combinagdo dos gendtipos avaliados e selecionar familias e genitores de Jatropha
curcas para producdo de grdos, via REML/BLUP. Realizaram-se cruzamentos
controlados entre gendtipos de pinhdo-manso em esquema fatorial desconexo
(3x3), totalizando 70 familias, que foram avaliadas em delineamento de blocos ao
acaso, com seis repeticOes e trés plantas por parcela. A variancia genética para o
carater producdo de graos em pinhdao-manso foi explicada pelos efeitos genéticos
aditivos e pelos efeitos de dominancia, com predominancia dos efeitos aditivos. A
sele¢do de familias via REML/BLUP é uma estratégia eficiente para identificar as
superiores com base no valor genotipico, bem como selecionar maior nimero de
individuos promissores dentro da familia. A melhor familia para produgdo de
grdos em pinhdo-manso foi oriunda do cruzamento entre os genitores BAG 270-II-
2 e BAG 147-1-2. Os genitores BAG 270-11-2, BAG 167-I-5, BAG 167-I-2, 18 Gen.
811-1-5, DIAL 10 e BAG 107-1-4 sdo os mais promissores para serem usados em
programa de selecdo visando ao aumento da produgdo de graos em pinhdo-
manso.
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Introdugao

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie perene que apresenta
diversos usos, tais como cerca viva, fitorremediagdo, uso medicinal (SHARMA et
al., 2012). No entanto, sua principal utilizagdo é na produgdo de biocombustiveis
(FEY et al., 2014), posto que apresenta alta produtividade de dleo, cerca de 1.200
kg ha' a 1.500 kg ha™, de boa qualidade para produgdo de biodiesel (LAVIOLA et
al., 2014) e a expectativa de se obter alto rendimento de grdos.

Apesar do enorme potencial energético, o pinhdo-manso ainda se encontra
em fase de domesticagdo no Brasil. Assim, esforcos sdo concentrados na escolha
correta dos individuos superiores que serdo genitores das préximas geragoes,
visando obter éxito no programa de melhoramento. Umas das estratégias para
identificar os individuos com alelos favoraveis para caracteres de interesse é a
avaliagdo genética dos candidatos a selegdo.

O dialelo é um dos principais delineamentos genéticos para avaliagdo e
selecdo dos gendtipos a serem utilizados como genitores, bem como de
cruzamentos para praticar a selegdo. E possivel quantificar a variabilidade
genética dos caracteres avaliados, a importancia relativa dos efeitos genéticos
aditivos relacionados a capacidade geral de combinagdo (CGC), bem como os
efeitos devidos aos desvios da dominancia, associados a capacidade especifica de
combinagdo (CEC) (CRUZ et al., 2012). Para escolha dos cruzamentos superiores,
pelo menos um dos genitores deve possuir alta CGC e o cruzamento possuir alta
CEC.

Em plantas perenes, a sele¢do deve ser realizada com base nos valores
genéticos dos individuos. Assim, o método mais adequado é o BLUP (melhor
preditor linear ndo viesado), posto que maximiza a diferenca entre os valores
preditos e os valores reais, maximiza a probabilidade de selecionar individuos
superiores e maximiza o ganho genético esperado por ciclo de selegcdo (RESENDE,
2007). A selegdo, quando praticada em familias com elevados valores genotipicos,
possibilita maior probabilidade de identificar gendtipos superiores.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estimar as capacidades geral
e especifica de combinacdo dos gendtipos avaliados e selecionar familias e
genitores de Jatropha curcas para produgdo de grdos, via REML/BLUP.
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Material e métodos

O experimento foi instalado na area experimental da Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF, situada a 15°35'30" S e 47°42'30" W, a 1.007 m altitude. O clima é
tropical com inverno seco e verdo chuvoso (Aw) segundo a classificagdo de
Képpen, com temperatura média anual de 22 °C, umidade relativa de 73% e
precipitacdo pluvial média de 1.100 mm. O solo predominante no local foi
classificado como Latossolo Vermelho com alto teor de argila.

Realizou-se cruzamentos controlados entre gendtipos de pinhdo-manso em
esquema fatorial desconexo (3 x 3), totalizando 70 familias, as quais foram
avaliadas em delineamento de blocos ao acaso, com seis repeticdes, trés plantas
por parcela e espacamento de 4 m x 2 m. O carater avaliado foi a produgdo de
graos (PROD, g pIanta'l), no segundo ano de colheita.

As estimativas de variancias e os valores genéticos foram obtidos utilizando o
software Selegen REML/BLUP, considerando-se o seguinte modelo misto
(RESENDE, 2007):

y=Xr+Za+Wp+Tf+e,

em que, y é o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repetigdo (fixos)
somados a média geral, a é o vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais
(aleatérios), p é o vetor dos efeitos de parcela (aleatdrios), f é o vetor dos efeitos
de dominancia de familia de irm3os germanos (aleatérios), e é o vetor de erros
ou residuos (aleatdrios). As letras maiusculas X, Z, W e T representam as matrizes
de incidéncia para os referidos efeitos.

Resultados e discussao

Observou-se que a variancia genética para o carater producdo de graos foi
condicionada por efeitos genéticos aditivos, bem como pelos efeitos de
dominancia (Tabela 1). No entanto, houve maior predominancia de variancia
genética aditiva, o que possibilita a obtencdo de ganhos com a estratégia de
selecdo intrapopulacional, visando a alteragdo da frequéncia alélica favoravel para
o carater em estudo. A estimativa de herdabilidade no sentido amplo apresentou
média magnitude, evidenciando bom controle genético na expressdo do carater,
o que pode ser comprovado pela acurdcia seletiva de alta magnitude (f;4=0,76).
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Tabela 1. Estimativas dos componentes de variancia e parametros genéticos para producgdo
de grdos (g planta’l) de 70 familias de pinhdo-manso.

Parametros Produgdo de graos (g)

62 36424,62
6fam 21301,67

62 135221,95

67 206518,62

R 0,18

hg 0,59

4q 0,76
Eare 0,07
EFam 0,10
Média geral 766.99

62: variancia genética aditiva; 613“”: varidncia ambiental entre parcelas; ﬁfzam: variancia genética de
dominancia; 62: variancia residual; 67: variancia fenotipica individual; hZ: herdabilidade individual no

sentido restrito; ﬁg: herdabilidade individual no sentido amplo; fy,: acurdcia seletiva; éz%,m:
coeficiente de determinagdo dos efeitos de parcela; 6f2am: coeficiente de determinagdo dos efeitos da
capacidade especifica de combinagao.

Para a selecdo de genitores, considerou-se aqueles que apresentaram
estimativas de capacidade geral de combinagdo (CGC) positivas e de alta
magnitude, pois estes contribuem para aumento da expressdo do carater. Com
base no ranqueamento, selecionou-se 10 genitores superiores que podem ser
utilizados em programas de melhoramento visando ao aumento da produgao de
graos em pinhdo-manso (Tabela 2). Além disso, sdo apresentados os genitores
gue ndo sao indicados para esquemas de cruzamentos, pois estes contribuem
para reducdo do carater em estudo.

As estimativas de capacidade especifica de combinagdo (CEC) indicam os
desvios de um hibrido em rela¢do ao que seria esperado com base na CGC de seus
genitores. Altas estimativas de CEC sdo importantes no que tange a obtencdo de
cruzamentos superiores, pois permite maior variabilidade nas geragGes
segregantes, o que é essencial no processo seletivo. Assim, interessa ao
melhorista as combinag¢des hibridas com estimativas de CEC positiva e de alta
magnitude e que envolva pelo menos um genitor com estimativas de CGC
favoraveis. Observando a Tabela 3, percebe-se que todos os cruzamentos
atendem a esse pressuposto e, embora os genitores BAG 283-1-1 e BAG 167-11-5
ndo estejam entre os 10 superiores, apresentaram estimativas de CGC positivas
equivalentes a 54,71 e 22,68, respectivamente (resultados ndo apresentados).

59



60 Il Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

Tabela 2. Estimativas dos efeitos de capacidade geral de combinag¢do (CGC) dos 10
genotipos superiores e dos 10 inferiores para produgdo de grdos (g planta’l) em pinhdo-

manso.
Genotipos superiores Genotipos inferiores
Produgdo de Produgdo de
Ordem Genitor graos Ordem Genitor graos

1 BAG 270-11-2 300,50 24 DIAL 5 -66,24

2 BAG 167-1-5 243,53 25 BAG 279-1-4 -67,58

3 BAG 167-1-2 173,98 26 BAG 113-1-4 -103,96

4 BAG 300-1-1 133,06 27 BAG 156-I-5 -107,37

5 18 Gen. 811-I-5 126,35 28 DIAL 16 -150,66

6 DIAL 3 92,25 29 INTER 6 -151,11

7 BAG 199-1I-5 85,60 30 BAG 147-1-2 -152,67

8 DIAL 10 73,30 31 DIAL 7 -176,47

9 BAG 107-1-4 58,44 32 INTER 4 -254,78

10 DIAL 2-V-3 56,12 33 BAG 171-1-5 -305,14

Tabela 3. Estimativas dos efeitos de capacidade especifica de combinagdo (CEC) das 10
combinacgGes hibridas superiores e das 10 inferiores para produgdo de graos (g planta'l) em

gendtipos de pinhdo-manso.

Cruzamentos superiores

Cruzamentos inferiores

Genitor Genitor Produgdo Genitor Genitor Produgdo
masculino feminino de graos masculino feminino de graos
BAG 270-I1-2 BAG 147-1-2 310,15 INTER4 DIAL 6 -109,76
BAG 283-I-1 BAG 167-II-5 221,65 DIALS DIAL7 -118,82
18 Gen. 811-I-5 DIAL 10 215,09 BAG 144-1-1 BAG 167-I-5 -120,18
BAG 283-I-1 BAG 167-I-5 207,15 DIAL®6 DIAL 6 -123,40
BAG 283-I-1 BAG 283-I-1 178,12 BAG 191-I-5 DIAL 10 -129,36
18 Gen. 811-I-5 BAG 167-I-2 157,11 DIAL7 DIAL7 -129,56
BAG 191-I-5 DIAL 3 132,81 18 Gen. 811-I-5 DIAL7 -140,69
BAG 191-I-5 BAG 167-1-2 122,66 INTER4 BAG 171-1-5 -145,36
BAG 167-I-5 BAG 263-I-1 117,82 INTER6 BAG 171-1-5 -146,58
BAG 279-1-4 BAG 156-I-5 110,11 BAG 279-1-4 BAG 167-1-2 -160,44
BAG 240-I-2 BAG 107-1-4 94,17 DIALS DIALS -260,96

As 10 familias selecionadas apresentam valor genotipico superior a média
geral (Tabela 4). A familia que apresentou maior valor genotipico (1151,06) foi
oriunda do cruzamento entre os genitores BAG 270-1-2 e BAG 147-I-2,
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confirmando o bom desempenho observado nas Tabelas 3 e 4 para CGC e CEC,
respectivamente. A selecdo de familias com base no valor genotipico possibilita
selecionar o maior numero de individuos promissores para produgdo de graos em
pinhdo-manso.

Tabela 4. Estimativa dos valores genotipicos do cruzamento (Vgc) e novas médias para o
carater produgdo de grdos (g pIanta'l) das 70 familias de pinhdo-manso.

Cruzamentos superiores Cruzamentos inferiores

Macho Fémea Vgc r:g;; Macho Fémea Vgc ::2:;
BAG 270-1I-2 BAG 147-1-2  1151,06 1151,06 DIAL6 DIAL7 569,83 815,10
BAG 283-|-1 BAG 167-I-5 1123,26  1137,16 DIALS DIALS 560,75 811,00
18 Gen. 811-I-5 DIAL 10 1081,91 1118,75 DIAL6 DIAL6 536,23 806,64
18 Gen. 811-I-5 BAG 167-1-2  1074,27 1107,63 INTER4 DIAL6 521,69 802,19
BAG 283-I-1 BAG 167-1I-5  1027,34 1091,57 INTER4 DIAL 16 521,40 797,87
BAG 167-I-5 BAG 263-I-1 1025,90 1080,63 DIALS BAG 171-I-5 516,34 793,60
BAG 167-I-5 BAG 167-1-5  1007,45 1070,17 INTER6 DIAL 16 512,00 789,40
BAG 283-I-1 BAG 283-I-1 999,83 1061,38 DIAL7 DIAL7 484,77 784,92
BAG 191-I-5 BAG 167-I-2 996,86 1054,21 INTER6 BAG 171-I-5 392,29 779,23
BAG 270-I1-2 BAG 133-I-1 982,64 1047,05 INTER4 BAG 171-I-5 341,68 772,98

Conclusoes

A variancia genética para o carater produgdo de grdaos em pinhdo-manso foi
explicada pelos efeitos genéticos aditivos e pelos efeitos de dominancia, com
predominancia dos efeitos aditivos.

A melhor familia para produgdo de grdaos em pinhdo-manso foi oriunda do
cruzamento entre os genitores BAG 270-11-2 e BAG 147-1-2.

Os genitores BAG 270-11-2, BAG 167-I-5, BAG 167-1-2, 18 Gen. 811-I-5, DIAL
10, BAG 107-I-4, sdo os mais promissores para serem usados em programa de
selecdo visando ao aumento da produgdo de grdos em pinhdo-manso.
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Highly efficient pipeline to perform
integrated analysis of transposable
elements and tandem repeats in complex
genomes

Lucas Soares de Britol, Jaire Alves Ferreira Filhoz, Marcelo Soares Souzag,
Eduardo Fernandes Formighieri4

Abstract

The study of repetitive regions is gaining attention with increase of
sequenced genome, mainly the Transposable Elements (TEs, such as LTR) and
Tandem Repeats (mainly as microsatellite candidates). This type of analysis
demands deep Bioinformatics/IT knowledge and usually takes long processing
time. In our study, we present an alternative way to facilitate the user’s work by
using a single Perl pipeline script, that automates full identification and
annotation and improve the analysis performance, including automatization of
intermediate steps and avoiding not so rare manual compilation errors. To
evaluate the pipeline efficiency and robustness, we tested parameters and run it
with different sequences, varying the number of processing cores of the machine.
By automating the analysis, the pipeline reduces the execution time for E.
guineensis from several weeks or months (comparing to previous manual work) to
some days, by just using one CPU processor. With 48 processors, it takes only 2
days. This quick and efficient tool can help other works that aims to discover and
annotate repetitive content (e.g.,, SSRs for breeding) and/or improve the
repetitive content filtering to obtain better genome assemblies.

Introduction

In the last decades, the DNA sequencing technology passed through several
advances, which allowed a huge leap for the genomic sequences analysis. The
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New Generation Sequencing (NGS), represented by platforms such as Roche/454
and lllumina/Solexa technologies, and the third generation (e.g., PacBio), has
contributed with the generation of several new genomic sequencing data. One of
the consequences of this phenomenon is that the analysis size and complexity is
growing constantly. The genome characterization plays an important role in these
analyses, where the functionality of each gene can be described. However, to
understand each gene functionality, we also have to characterize non-coding
sequences like repetitive regions. These regions have several implications on
genomic characterization; e.g., it may complicate the assembly process by
generating gaps in the DNA sequence. The most important kinds of structures
related with repetitive content are tandem repeats and Transposable Elements
(TEs).

Tandem repeats are motifs repeated in tandem, and can be classified as
microsatellites or minisatellites. Microsatellites are composed by motifs from 1 to
6 base pairs, while the second have larger motifs. Because this type of repetition
makes difficult correct transcription, inducing mutation in DNA replication, these
regions tend to have a high degree of polymorphism. Thus, considering the
variation of the number of similar motifs in different genotypes, these structures
are used as potential molecular markers for breeding studies.

There are two classes in Transposable Elements (TEs): class | and class /I,
subdivided in families, and these last ones into types. In class | we have
Retrotransposons, which are the most complex, because they replicate to another
genome position into the genome through intermediates (transcriptase and
reverse transcriptase). Thus, the Retrotransposons replicates by a copy/paste
mechanism, increasing genome size (GRANDBASTIEN, 1992). The
Retrotransposons are also the most abundant TEs in plant genomes, and the main
families are Copia and Gipsy. In the class I, the mechanism of replication is similar
to Class I, but without the requirement of intermediates.

Transposable elements are related to the genome size variation and genetic
variation. These elements can also be used as markers, with different
applications, such as gene therapy, gene silencing, evolutionary studies and
epigenetics.

A complete repetitive analysis from a genome, including identification and
classification, is a laborious and complex job. Ferreira Filho (2015) performed this
analysis from scratch in some plants, made a complete annotation of TEs and
microsatellites of an Embrapa genotype of E. oleifera (manuscript being
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submitted) and it cost a lot of work and time (it took literally months). It was a
great effort, which could have been addressed to not automatable problems. This
fact motivated us to develop a pipeline to really facilitate and accelerate these
analyzes, consistently and reducing the risk of errors. The first version of this
pipeline will be presented in this work. The work presented here was developed
by Bioinformatics Research Group at the Bioinformatics and Bioenergy Laboratory
— LBB. All uses software products are free to use and run in Linux OS.

Material and methods

Software

- TRF - Tandem Repeats Finder program (https://tandem.bu.edu/
trf/trf.html), to identify repetitions with any pattern or size, perfect
and imperfect. Output with tandem repeats (html format).

- TRAP - Tandem Repeats Analysis Program (www.coccidia.icb.usp.
br/trap/), to compile and categorize results from TRF. Output with
sorted tandem repeats (html format).

- LTR Finder - (https://code.google.com/archive/p/Itr-finder/), to
predict locations and structure of full-length LTR retrotransposons
accurately. Output all LTRs annotated (text format).

- RepeatModeler - (http://www.repeatmasker.org/RepeatModeler.
html), to identify and model repeat families. Depends on RECON
and RepeatScout (de novo repeats finding); TRF; Perl programming
language, RepeatMasker (described below) and a search engine
(RMBIlast or ABBIlast). Output repeat families (fasta format).

- NCBI Blast — Blast Search Alignment Tool (www.ncbi.nlm.nih.gov/
guide/howto/run-blast-local), to compare sequences against TEs
databases aiming annotation. Output matchs (‘-t 6’ tabular format).

- RepeatMasker - (http://www.repeatmasker.org/, Tarailo-Graovac
and Chen (2009), to identify, annotate and mask repetitive
elements. The masked version (Ns at TEs regions) permits better
genome assemblies. Output: i) repeats (‘cat’ format, similar to
fasta); ii) annotation (tabular format); iii) masked sequences (fasta
format); and iv) report (text format).
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Biological material (DNA sample)

We tested the pipeline into four plant genomes (data not shown), but used
one of them to build performance metrics for this work: Elaeis guineensis (EG5)
(from NCBI, January 2015). We used the .fna file (fasta format), which contains
the draft of the 16 chromosomes and other 40,044 unplaced scaffolds. The total
length of this fasta is ~1.5 Gbp (Giga base pairs), the maximum scaffold length is
~65 Mbp and the N50 is ~1.2 Mbp. The average GC content is 37.21%, and it
presents 164,421 gaps, or 31.14% of the genome.

Methods

The goal of this pipeline is the simplified execution of chosen repeats
analyzes efficiently, respecting the dependencies and processing intermediate
files in order not to require any user interaction after it starts.

To achieve that, the strategy was: i) select the best tools for each step; ii) choose
a suitable programming language; iii) setup hardware and software infrastructure
(more infrastructure details on the work of Marcelo S. Souza, this same event); iv) test
tools parameters; v) build auxiliary scripts; vi) develop and test basic pipeline;
vii) improve pipeline; viii) validate pipeline; ix) write documentation and
pipeline disclosing.

Chosen language was Perl (structured), and the Operational System (OS) was
Linux (all used tools was developed just for this OS). Additional scripts, needed to
connect some of the steps, provide auxiliary functionalities, such as well as data
format conversion, concatenation and filtering. To make possible the full
automation, we used a unique configuration file (text format), which includes
parameters for all stages of the pipeline, such as original options for each of the
bioinformatics software and choose of modules to run (one, some or all pipeline
steps).

For the pipeline optimization, we used parallelism techniques (Perl fork) and
normalized the multithreads capacity into a single pipeline parameter, maximizing
the use of processors for all tools. In other words, with one parameter setup, you
can get the best out of your machine processing for all analyses. More details
about the pipeline can be found in the pipeline documentation, at the code itself,
and, as soon as possible, in a publication of the final version.
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Results and discussion

We develop the pipeline with Perl language. The final script is automated,
modular and parallelized. Its structure is shown in Figure 1, where we can see the
parallelism between tools (TRAP, LTR Finder and RepeatModeler) and the main
steps and dependencies.

Figure 1. Pipeline structure.

To run the pipeline, up to main three steps: i) install Linux software packages
(if is the very first time); ii) setup config file (the config file includes suggestions
whenever possible); and iii) run a unique and simple command line.

Automation

To be done manually, one needs to choose tools, install each one (and its
dependencies), learn and test, understand, convert and in some cases still need to
process and filter output from one tool to the demanded for the next one. All of
this depends on Bioinformatics/IT skills. We turned all these steps (and a few
more things) into one command line.
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How to run

Before running the pipeline command, there are a few requirements to
follow, listed below:
e Define and/or create a folder for the results (Linux 0S), and set the path
into the config file.
e Put the completed config file and your fasta file into the results folder.
e Execute the main script (below) inside this results folder:
S rep_pipeline <name of your fasta file>

Multithread performance

We tested all multi thread tools and normalized all of them into one
configuration parameter. Table 1 shows the user execution time, for each main
pipeline software and for two cases: one processor and 48 processors. By looking
at this table, we can see the huge gain of performance in execution time. The
largest gain was in the RepeatMasker step, followed by RepeatModeler.

Table 1. Pipeline execution time according to the number of processors.

Time x Processors 1 48
TRF 0 day(s), 00:58:05 0 day(s), 00:58:03
TRAP 0 day(s), 00:14:22 0 day(s), 00:13:32
LTR Finder 0 day(s), 04:54:37 0 day(s), 04:47:08
RepeatModeler _ 0 day(s), 21:46:09
Auxiliary 0 day(s), 00:00:03 0 day(s), 00:00:02
Blast 0 day(s), 00:00:52 0 day(s), 00:00:28
Post Blast 0 day(s), 00:00:10 0 day(s), 00:00:12
RepeatMasker 0 day(s), 16:17:24
Post RepeatMasker 0 day(s), 04:14:00 0 day(s), 00:47:33

Format: “day, hh:mm:ss”.

Conclusions

The developed pipeline is able to execute in a simple and efficient way a
complex and complete analysis of repetitive regions, including Tandem Repeats
and Transposable Elements of all present classes, families and types.
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A configuration file works very well in this context, since it can contain into
just one file: parameters for all tools and steps, optimized parameters from
literature, and also comments explaining each tool and each parameter.

In the near future, we aim to provide installation packages for used tools, to
do some additional improvement and then publish the full work and the codes.
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Bioenergy Metabolomics DB
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Abstract

In the last years, with the evolution of the mass spectrometry, the
metabolites databases passed through a large information increase. This growth
generated a demand for computational systems to store this information, which
requires several additional tools, instances and a well-prepared infrastructure
(e.g., servers, storages and hardware maintenance). The objective of this work is
to present the current stage of the Bioenergy Metabolomics DB system
development, and its main planned functionalities. To build this system we used
free software and tools, like the Python language, Django framework, PostgreSQL
database and the Git version control. The adopted development method was
based on Scrum, with the adoption of sprints and frequent meetings. The
hardware and software infrastructure is installed, configured and in production.
The “Base system”, called GBP, which comprises the main functionalities of the
system, is already functional and almost complete, and we are working into the
Metabolomics related modules.

Introduction

Metabolites are small molecules chemically transformed during
metabolism and, in this way, provide a functional reading of the cellular state. The
set of metabolites of an organism is called metabolome (BAKER, 2011). With the
mass spectrometry evolution (e.g. instrumentation, software products and
bioinformatics), it is possible to measure thousands of metabolites simultaneously
from minimal sample amounts, resulting in large information increase to the
metabolites databases in the last years (PATTI et al., 2012).

! Informético, graduado em Informatica pela Universidade Catdlica do Salvador, marcelo@libertais.org

’ Engenheira de Software, graduada em Engenharia de Software, Universidade de Brasilia, vanessa.soares@colaborador.embrapa.br
? Engenheiro de Redes de Comunicagdes, mestre em Engenharia de Sistemas Eletronicos e de Automagdo, Universidade de Brasilia,
lucas.brito@colaborador.embrapa.br

* Quimica, doutora em Quimica Organica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, patricia.abdelnur@embrapa.br

° Engenheiro-agrénomo, doutor em Biologia Funcional e Molecular, pesquisador da Embrapa Agroenergia,
eduardo.formighieri@embrapa.br



Genética e Biotecnologia Vegetal

Through the metabolomics, it has been identified alternative paths in
metabolic pathways, in many cases related to specific phenotypes. Despite the
technology great advances, the results are still lists of molecular formulas, being
necessary a contextual analysis to define the most likely compounds in each case.
The complexity and the large amount of data generated, added to the large
amount of resources invested, such as equipment and protocols development,
have generated demand for the development of computational systems, to
enable and optimize the use of data. This system must to store the information in
a safe, centralized and organized way, allowing easy access to the information and
reports, with specific access control for the different types of information.

The system development involves several tools and instances, including:
Data Base Management System (DBMS), for an organized, safe and quick
information access storage; Programming language, base for the system
development; Framework, to speed up the development and facilitate its
maintenance; and documentation and development best practices, aiming at
both the development process improvement and the future maintenance
possibility, increasing the system lifetime.

Additionally, an appropriate infrastructure is necessary for the system
availability, including server racks with real and virtual servers, backup system,
access control, storage and constant hardware and software monitoring and
maintenance.

This work presents the current development state of Bioenergy
Metabolomics DB, that aims to store metabolomics analyses raw data in a safe
and organized manner, allow advanced searches, reports generation and, further,
external access to selected data. This work was developed by Bioinformatics
Research Group at the Bioinformatics and Bioenergy Laboratory — LBB
(Ibb.cnpae.embrapa.br), in collaboration with the Metabolomics Research Group
(“client”). All used software products are free to use and run in Linux OS.

Material and methods

Material

Only Free or Open Code software have been selected. All of them are
consolidated, with large amount and variety of documentation and with good
global growth prospects of continuity.
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It was chosen the multi-paradigm programming language Python
(https://www.python.org), widely used for systems development for the Web
and with growing adoption by the Bioinformatics area researchers and
professionals. To enhance the results, facilitate the collaborative development
and increase the system life cycle, it was adopted the Django framework
(https://www.djangoproject.com), a library that provides a set of functionalities
commonly used for the web platform development, based on the model-
template-view (MTV) standard.

For the data storage it was adopted the Object-Relational Data Base
Management System (ORDBMS) PostgreSQL (https://www.postgresql.org), a
robust and scalable solution for data storage, handling and availability for
computational systems, and that uses the research language called Structured
Query Language (SQL). PostgreSQL also can be used by other bioinformatics tools,
allowing an easy data interchange.

All the development process is being done using the “best practices” of code
development and maintenance, assisted by the Git version control tool
(https://git-scm.com/)  and supported in the  GitlLab platform
(https://about.gitlab.com), which provides a simpler interface, allowing a better
monitoring of the activities as well as tracking changes made throughout the
development process.

Methods

Several meetings were made for the knowledge of the features needed so
that the system meets the demand the best way possible (requirements
gathering). From these information, it was made an initial system planning,
needed for tooling establishment and suitable methods.

The architecture chosen is based on the MTV model, base of the Django
framework. This model consists on the separation of the system in related layers,
providing a better logical separation of the system subparts and a better
maintainability, making it safer and more effective.

The MTV standard divides the platform into three layers, namely: i) Template,
directly accountable for the interaction with the user; ii) Model, responsible for the
persistence (storage) of the data in the Data Base and for the setting of business rules
for the data processing; and iii) View, responsible to intermediate the relation
between the interaction with the user layer (through the Templates) and the
data.
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The data modeling is intrinsically related to the business rules modeling in
the Model layer, and it has not been made a traditional modeling based on Model
Entity Relationship.

It was adopted a method of fast development based partially on the Scrum
model (http://scrummethodology.com), an iterative and incremental development
framework used in the project management mainly in software development. It was
defined a general scope through Brainstorming meetings, where it was defined the
essential requisites and more important business rules. It is held weekly meetings of
development monitoring of the tasks in LBB, in which is presented and discussed
what was made and the next actions are defined (sprints -
www.scrumguides.org/scrum-guide.html). These tasks are constantly revised in
order to ensure the most possible proper delivery to the updated client demand.

The development system is composed by a base and by subsystems. The base
is the GBP, a registration, edition and visualization system of the Projects data made
at LBB. In GBP are registered, for example, the Users (Team), Project general Data,
Specific Objectives, Expected Results, Components, Plan of Action, Activities and
Tasks. This detailing level is necessary to allow detailed access control based on the
projects information, and is being developed in a flexible and comprehensive way in
order to accommodate different specific modules to be developed at LBB.

The subsystem Bioenergy Metabolomics DB was planned to be an application
of support to activities of Metabolomics, which extends the functionalities of the
GBP and offers an interface for the management of experiments (storing results),
equipment, methods and techniques used, providing a database that will be the
basis both for the external availability of selected information and for the creation
of a decision support System (definition of metabolites through the molecular
formulas), through the last planned module.

Results and discussion

In terms of hardware and software infrastructure, the servers operational systems
(Ubuntu - www.ubuntu.com and Debian - https://www.debian.org) were
updated in the real servers (last Long Term Stable version), virtual machines were
installed and configured on KVM (www.linux-kvm.org), including, among others,
one for backup (Bacula — www.bacula.org), one for PostgreSQL DBMS and one for
infrastructure management tool (Zabbix — www.zabbix.com). All the needed tools
to the development were installed, configured and tested.
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GBP Base

After completion of the infrastructure, the next step was the development of
GBP (Projects Basic Management), which first version is nearing completion,
already including the registration of projects and of all correlated data. To finished
it, we are working into navigability and documentation aspects, but it already has
a stable basis to enable the development of the subsystem Bioenergy
Metabolomics DB. The Figure 1 shows one of the interfaces of GBP.

Inicio Projetos~  Sequenciamento~ Administrar - Logout (marceloss)

Projetos (5) Obj. Especificos (1) Resultados (1) PCs (1) Metas (1) PAs (1) Atvidades (1) Tarefas (1) nstituigoes (2) Keywords (1)

Projeto XYZ

Resumo:

Lorem ipsum dolor sit amet, sem vulputate quam suscipit, saplen arcu augue, proin senectus eros amet commodo ornare, egestas lectus quam vitae ridiculus, maecenas vitae
nonummy. Felis Integer laoreet vel, risus luctus porttitor, netus nunc ligula at nam, maecenas sit dul, augue erat soclosqu.

Situagio:
Planejamento
Lider:
Marcelo Soares
Cédigo SEG:
0001
Titulo (Portugués):
Projeto XYZ
Titulo (Inglés):
Projeto XYZ
Data Inicio:
28 de Julho de 2016
Duracéo (Meses):

1

Figure 1. GBP beta interface example — top of the project general data CRUD (Create, Read, Update,
Delete) page.

The Figure 2 presents the initial development of a
visualization/navigation interface, as a simple way to find data to posterior
detailed visualization.
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Infcio  Projetos~  Sequenclamento~  Administrar~  Logout (marceloss)

Profetos (5) | Obj. Especificos (1) Resultados (1)~ PCs(1)  Metas (1}  PAs(1)  Atvidades(i)  Tarefas(1) Instituigdes (2)  Keywords (1)

m Atualizado Em ¥

Projeto XYZ

Titulo:

Projeto XYZ
Lider:

Marcelo Soares
Situagao:

Planejamento

28 de Juho de 2076 as 15:75

Figure 2. GBP beta interface example — top of the projects main information visualization page.

Bioenergy metabolomics DB subsystem

The Bioenergy Metabolomics DB is in the final stages of requisites analysis,
with face-to-face meetings and defined scope for the first module, which will
include the equipment and processes management to be made by the
researchers, and the subsystem specific authorization profiles.

Initial module (internal)

Seeks an organized storage of the pre-existing metabolomics results of the
client, including advanced searches, download of raw and compiled data files, and
organized results presentation. It is under advanced phase of planning, and will be
a quick and simple solution for initial organization of the present results.

Raw-data DB module (internal)

This module aims at the complete organization of the client metabolomics
analyses, including registration and edition of all the equipment, types of analyses
and its parameters. Also for all the results (linked to people, projects, biological
material, equipment, analysis, parameters etc). It is in advanced stage of
requirements gathering and planning.
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Metabolomics DB module (external)

It seeks the external and controlled availability of selected information. It will
be the public interface for research relevant results availability, in principle by
previous registration. In phase of requisites gathering and initial planning.

Decision support module (internal)

Aims to help the decision-making on the metabolites setting from the chemical
formulas generated by the metabolomics analyses. In stage of requirements
gathering, it will be better evaluated in the final development phase.

Conclusions

These methods showed to be essential to a safer and more efficient
evolution of the development, and are indispensable to reduce the inherent risks
to any web based system, like unavailability and data loss. The chosen tooling
showed to be suitable and efficient, and will be used in the next subsystems to be
developed at LBB.

The accurate definition of the demand is an essential stage, and the meetings
for demand definition (project and development scopes) generated an additional
learning for both parts involved, and became gradually more efficient.
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Specific Quality Control is essential for
Next-Generation Sequencing data usage:
case studies in lllumina data from algae,
yeasts and plants

Brenda Neves Portol, Andrei Stecca Steindorffz, Lucas Soares de Britos,

Eduardo Fernandes Formighieri4

Abstract

Next-Generation Sequencing technologies have contributed extensively to
genomic studies due to the high-throughput data generation. However, errors can
occur during the sequencing process and need to be removed before other
analyses, otherwise, lead to understated results or wrong conclusions. In this
paper we evaluate common errors of lllumina sequencing technology, such as:
reads quality, adapter and vector residues, insert size of Long-Jumping Distance
libraries. We evaluated data from algae, yeasts and plants, and propose guidelines
for Quality Control.

Introduction

Next-generation sequencing (NGS) technologies have expanded the breadth
of genomics. Genome data, once restricted to model organisms, can now be
generated for any species at remarkable speed and low cost (TRIVEDI et al., 2014).
An annotated genome draft provides an in silico preview of species metabolism,
and it’s a base for other “omics” approaches, such as Transcriptomics,
Metabolomics, Exomics etc. However, although cheaper, DNA sequencing
technology still generates small fragments that needs to be reassembled.

Usually, millions of reads are generated for a genome assembly, and the
number of errors accompanying the increase in the speed of data generation. To
ensure quality of the data set, errors such as: i) wrong identification of nucleotide;
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ii) contamination and iii) residues of adapters, must also be identified and
corrected and/or trimmed.

Data set Quality control (QC) is essential for raw NGS data not to lead to
underused data and/or erroneous conclusions. Among the different sequencing
platforms, the lllumina (www.illumina.com/systems.html) is the most used (YANG
et al., 2013). During the QC analysis for assemble, low-quality reads are removed,
as well as sequences from primers, vectors, adapters and contamination. Also,
some repetitive content can be marked or separated to not disturb the assembly
process (PATEL; JAIN, 2012; ZHOU et al., 2013).

In this study, we evaluated different sets of data and propose Quality Control
guidelines to be applied in data sequencing from lllumina, aiming to improve the
genome assembly. All work was developed by Bioinformatics Research Group at
the Bioinformatics and Bioenergy Laboratory - LBB (lbb.cnpae.embrapa.br). All
used software products are free to use and run in Linux OS.

Material and methods

Material

The data set is composed by DNA sequences from two strains of algae
(LBA32 and LBA40), three yeast isolates (A1, A5 and A9) and two species of plants
(Attalea speciosa and Acrocomia aculeata). The Mi-Seq technology was used to
generate paired-end (PEs) data from algae and yeasts short insert libraries (SIL).
Hi-Seq technology was used to generate PEs from plants SIL, and from yeasts and
plants Long Jumping Distance Libraries (LIDL).

Reads quality and trimming

The quality visualization of all data sets, before and after filtering and trimming,
was performed using the FastQC software, with default parameters (v. 0.11.5,
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). FastQC generates a html
formatted result, including general statistics and several graphs for different
aspects of reads composition, such as Ns, kmers, adapters, quality and bases
proportion. All graphs present an indicative status icon, and must to be evaluated.
Usually, the problems are: quality, residues from adapters and contamination.

w
(]
S
2]
)
=]
O
(a]




Genética e Biotecnologia Vegetal

We evaluated two of the main software’s for reads QC: FASTX-Toolkit (v. 0.0.13,
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) and the NGS QC Toolkit software (v.
2.3.3, www.nipgr.res.in/ngsqctoolkit.html). NGS QC was chosen for next steps
because it presents more complete analysis and a graphic interface. We tested
different parameters to improve the quality of reads, such as percentage of reads
with minimum quality, phred quality threshold, end trimming, and cleavage of
adapters and vectors.

Analysis of insert size for LIDL data

To evaluate the insert size of LID libraries from yeast, we used BWA software
(v. 0.7.15, https://sourceforge.net/projects/bio-bwa/files/) to map these read pairs
against its own genome, then sort results using software SAMtools (v. 1.3.1,
https://sourceforge.net/projects/samtools/files), and finally held metric insert size
with Picard-Tools software (v. 1.119, https://broadinstitute.github.io/picard/). For
Acrocomia aculeate data set, we follow the same method, except for genome used
as reference for mapping, since we used the know genome of the closest specie,
Elaeis guineensis EG5 (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2669?genome_assembly_
id=34040).

Results and discussion

Reads QC

Data sets generated by Illumina Mi-Seq sequencer (PEs libraries from algae
and yeasts) present most of reads with length of 251 bp. They are similar in
quality, and after some tests, we choose these parameters for quality filtering,
aiming a basic trustable data set for assemblies: 70% reads / phred >= 20 (70/20).
At Figure 1, we present some FastQC graphs from LBA32 algae data, being part ‘A’
a quality plot from Raw data, and ‘C’ a plot from filtered and trimmed data. The
yellow boxes represent data frequency from Percentil 25 to 75, with a red line at
median.

The parts ‘B’ and ‘D’ of the Figure 1 show nucleotide distribution of all reads
along reads position. Considering the pairing of the nucleotides (AT/CG) and that
we are showing millions of reads, by chance, we should see just four parallel lines,
like the central region of the graphs. The first (5’) positions present a typical bias
of lllumina library build, but a bias at the final (3") positions can indicate the
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presence of non-trimmed adapters, or, residues from sequencing that must be

cut. After filtering and trimming, we recovered 80% of data from algae (LBA32 e
LBA40) and 90% of data from yeast (A1, A5 e A9).
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Figure 1. LBA32 algae data set visualization through FastQC. Raw (A and B) versus Filtered/trimmed (C

and D) data. Filter parameters: 70% of reads with at least quality phred 20. Trimming parameters: trim

3 bases at 3’ end.

Data sets generated by Illumina Hi-Seq sequencer present most of reads with
length of 125 bp (High Output Mode, PEs and LID libraries from A. aculeata) or
150 bp (Rapid Run Mode, PEs from A. speciosa). The PEs libraries sequencing of
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the A. speciosa and A. aculeata generates discrepant quality: very poor in the first
case (Figure 2A) and very high in the second (Figure 2C).
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Figure 2. Plants Hi-Seq results: A. speciosa (‘A’ and ‘B’) and A. aculeata (‘C’) data sets visualization
through FastQC. Raw (‘A’ and ‘C’) and Filtered/trimmed (‘B’). Filter parameters: 50% of reads with at
least quality phred 20. Trimming parameters: 10 nt 5’-end, 40 nt 3’-end.
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DNA samples degradation during transportation and the mode of run are the
most likely causes of the poor quality. We tested some QC approaches, and
choose by cost/benefit: cut 10 bp at 5’-end and 40 bp 3’-end, filtering reads with
at least 50/20, resulting only 40% of original data (Figure 2B), even with low
quality (with 70/20, remain only 10%). Moreover, it was not necessary to trim or
filter the A. aculeata data (Figure 2C).

LID libraries insert sizes

LID libraries usually generate less reads than PEs, but although most of the
quality assessment is similar, an additional step is required to evaluate insert size
(distance between pairs at the original DNA sequence). To evaluate the data set
from A. aculeate, presented at Figure 3, we used a draft genome from the closest
specie with genomic sequences public available (Elaeis guineensis EG5) as
reference, based in the premise that most part of mapped pairs will be in
relatively conserved regions. Around 30% of the reads mapped, what means
millions of matches, and a representative sample to support our discussion.
Yeasts analysis presented similar patterns.

Figure 3 patterns shows that most part of the data generated from LID
libraries present sizes smaller than expected. Based in this analysis, it is needed to
regroup read pairs according to the insert size, considering the limit standard
deviation of used assembler, to allow better assembly.
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LID file data set
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Figure 3. Acrocomia aculeata - insert size evaluation from LID sequencing. The normal distribution
curves (as reference, in red) was built with the parameters: mean = 3,000; standard deviation = 782
(same value found in real mapped data from LID file).
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Quality Control guidelines for Mi-Seq and Hi-Seq data

As a final result, summarizing and systematizing the analysis, we present
guidelines to be considered in Quality Control of lllumina sequencing data:

a. Run FastQC into each raw data file and take a look at the graphs, mainly:

- Per base sequence quality (Figure 1 and 2) — check data quality and
define quality filter initial parameters to test.

- Per base sequence content (Figure 1) — check lines, compare to
quality, define ends trimming.

b. Run NGS QC Toolkit for each pair of files (R1 and R2), varying filter parameters
according to previous evaluation, assembler to be used, genome size and
complexity, and amount of data or genome coverage (e.g. 70/20, 70/30, 80/20),
and run again FastQC for each filtered file. The NGS QC can: i) remove low quality
reads; ii) cut adapters and vectors; and iii) cut under demand 5'-end and 3'-
end of all reads.

c. Alternatively, and/or complementary, you can run Trimmomatic
(www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) using similar parameters.
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d. After running these tests and define the better parameters, remember to
delete all other results (keep just the FastQC results). Compact original files

and work from now with filtered ones. If there is low disk space, develop a
script to run filtering, FastQC, and then delete filtered files before run next
test.

e. For LD data, also do the insert size evaluation (download the closest
genome, map with BWA, sort (SAMtools), measure (Picard-Tools), regroup
mapped data according to insert size).

f.  Additional tips to help assemblies: i) find and separate reads from organelles;
ii) verify other contamination (e.g. Blast); iii) check organism identification
(phylogeny of ribosomal and mitochondrial genes); iv) filter repetitive
content; v) talk to a bioinformatician before hiring sequencing — seek
collaboration during project planning.

g. Check other works of this event that complement the information of this
work: Lucas S. de Brito — Repeats; Andrei S. Steindorff — Yeasts assembly.
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Conclusions

Quality Control of sequencing data is not a simple task. It demands robust
infrastructure of hardware and software, specific software and several tests with
different parameters. However, some guidelines can make the job easier.

Insert size of LID data is an undervalued issue. Use the correct values of
insert size during is definitely an important aspect for genome assembly.
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Avaliacao de fungos filamentosos isolados a
partir de solo contendo glicerina para
producao de compostos quimicos por
bioconversao
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Polettog, Thais Demarchi Mendes4, Augusto Lopes Souto5, José Anténio de
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. . 11 A . . 12
Martins Rodrigues™, Ménica Caramez Triches Damaso

Resumo

Visando agregar valor a glicerina bruta, coproduto da producdo de
biodiesel, 46 linhagens de fungos filamentosos isolados da Fazenda Sucupira,
Brasilia, DF, foram avaliadas quanto a capacidade de crescimento em meio de
cultivo contendo essa matéria-prima como Unica fonte de carbono. Baseado
no indice de Velocidade de Crescimento Micelial, cujos valores em glicerina
metilica de soja variaram entre 1,25 e 10,53, 13 fungos foram selecionados
segundo critérios de crescimento e de forma de isolamento, para avaliagdo de
bioconversao de glicerina de soja em compostos quimicos de valor agregado.
Os sobrenadantes foram analisados por espectrometria de massas por infusdo
direta (DIMS) e por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) para
identificagdo e quantificagdo dos compostos quimicos. Com base nos
resultados obtidos por meio de DIMS, cinco linhagens teriam produzido
polidis. Porém, quando as amostras foram analisadas por UPLC ndo foi
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possivel quantificar a presenga dos mesmos, embora a quantidade de glicerol,
fonte de carbono, tenha sido reduzida. Portanto, acredita-se que o glicerol
tenha sido consumido, principalmente, para crescimento dos fungos e que a
quantidade de polidis produzida seja inferior aos limites de detecgdo e
quantificagdo do método.

Introdugao

O aumento crescente na demanda por combustiveis tem intensificado o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo biocombustiveis, de forma que a
matriz energética renovavel complemente a fdssil. Nesse contexto, o biodiesel é
uma alternativa promissora, uma vez que diminui o impacto do efeito estufa e
apresenta a possibilidade de ser produzido por uma gama de matérias-primas,
dentre as oleaginosas e gorduras, tendo o 6leo de soja como a principal fonte no
Brasil (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS,
2016).

A producgdo de biodiesel tem crescido desde 2005, atingindo mais de 3,9
bilhdes de litros em 2015 (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E
BIOCOMBUSTIVEIS, 2016). Entretanto, 8 medida que essa producio se intensifica,
0 mesmo ocorre com as quantidades de coprodutos e residuos gerados na cadeia
produtiva desse biocombustivel, como é o caso da glicerina.

Segundo Almeida et al. (2012) e Yang et al. (2012), o aproveitamento da glicerina,
por via microbiana, possibilita, respectivamente, a producdo de compostos quimicos de
alto valor agregado para a industria, tais como: 1,3-propanediol, 2,3-butanediol,
etanol, n-butanol, cetonas, acidos organicos e polidis, e, consequentemente,
contribui para o aumento da viabilidade e competitividade da produgdo de
biodiesel por meio da diminuigdo dos custos associados com a eliminagdo
industrial dos residuos.

O presente trabalho teve como objetivo selecionar fungos filamentosos
capazes de crescer em glicerina bruta de soja como unica fonte de carbono e
avaliar a produgdao de compostos quimicos a partir da bioconversdo da glicerina
bruta por métodos de DIMS e UPLC.
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Materiais e métodos

Isolamento dos fungos filamentosos

Cinquenta mililitros de glicerina bruta de soja (Cesbra Quimica S.A. Volta
Redonda, RJ) e padrdo comercial (PA) (USB) foram derramadas em solo de duas
se¢Oes distintas da Fazenda Sucupira, Brasilia, DF: Plantagdo de Amaranthus sp.
(Caruru) e Barragem, em junho de 2015, época caracterizada pela auséncia de
chuva. Ndo foram feitas analises fisico-quimicas do solo. Na drea de plantagdo, a
cultura havia sido plantada, mas quando se retornou para a coleta do solo, ela ja
estava crescida. Foram colocados pedras e pedagos de madeira que
identificassem o local do derramamento, que foi feito com cerca de 5 cm de
profundidade. Apds 2 meses, amostras de solo do local do derramamento foram
recolhidas para isolamento de fungos filamentosos. As amostras foram
codificadas por: Glicerina Padrdo Plantagdo (GPP), Glicerina Bruta Plantagdo
(GBP), Glicerina Padrdo Barragem (GPB) e Glicerina Bruta Barragem (GBP).

Para isolamento de linhagens de fungos filamentosos, uma primeira diluicdo,
de 50 g de cada amostra em 50 mL de tampdo PBS, foi incubada por 1 hora a 30
°C e 200 rpm em agitador de bancada. Posteriormente, novas dilui¢Ges seriadas
(1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000 da amostra pura) foram realizadas e estas
inoculadas, em duplicata, em placas de Petri contendo Meio Minimo, 2% Glicerina
bruta e sulfato de estreptomicina. As placas de Petri foram incubadas em estufa a
28 °C, por 7 dias. Apds o periodo de incubagdo, as col6nias formadas foram
purificadas em meio BDA (batata dextrose agar) e as linhagens preservadas
seguindo os protocolos dos métodos de ultracongelamento (Glicerol 30%) e do
método de Castellani (dgua destilada).

Avaliagcao do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)

Para avaliacdo da eficiéncia de crescimento em glicerina, todas as linhagens
foram reativadas e inoculadas, em triplicata, na forma de ponto central em meios
contendo glicerinas distintas: glicerina bruta de soja ou glicerina padrao
comercial, sendo esta ultima para fins comparativos. A metodologia da avaliacao
consistiu na medida do didametro micelial no 32, 52 e 72 dias de incubagdo, para
célculo do indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM). Por fim, a partir
desses dados, as linhagens foram agrupadas em trés grupos de acordo com baixo,
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médio e alto IVCM. De cada um dos grupos, foram selecionadas linhagens e estas
destinadas para estudo do processo de bioconversao de glicerina. Essa estratégia
de sele¢do foi utilizada pelo fato de ndo ser possivel afirmar que microrganismos
que apresentam maior IVCM sdo os que melhor produzem os compostos
quimicos de interesse.

Bioconversao da glicerina bruta e identificagao e quantificacdao dos
compostos quimicos produzidos

A partir de placas de meio de adaptagdo (com glicerina) contendo as
linhagens reativadas, quatro discos (9 mm) de micélio foram retirados e
inoculados em meio de cultivo submerso contendo glicerina bruta de soja, em
triplicata, e incubados a 28 °C a 120 rpm, por 10 dias. Apds 5 e 10 dias de cultivo,
em condi¢Oes adequadas, aliquotas foram retiradas e centrifugadas (5.200 rpm,
por 10 minutos, a 4 °C). Os sobrenadantes foram diluidos em metanol:dgua (1:1).
Posteriormente, foram analisadas por espectrometria de massas por infusdo
direta (DIMS), utilizando um espectrometro de massas com fonte de ionizacdo por
eletrospray e analisador tipo TOF (time of flight) (Maxis 4G, Bruker Daltonics). As
andlises foram realizadas em modo de ionizagdo positivo (ESI(+)-MS) e os
espectros das amostras biotransformadas processadas utilizando o software Data
Analysis (Bruker Daltonics). Para quantificagdo dos polidis, as amostras foram
analisadas por duas metodologias utilizando sistema UPLC (Ultra-High
Performance Liquid Chromatography) com fase estacionaria HILIC (Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography) com detecgdo por ELSD (Evaporative Light
Scattering Detector) e eluicdo em modo gradiente. Em ambas as metodologias, a
coluna utilizada foi a HILIC BEH Amide (2,1 X 150 mm; 1,7 um, Waters®), com a
temperatura de: A) primeira condigdo 30 °C e B) segunda condi¢do 73 °C.

Resultados e discussao

Um total de 46 fungos filamentosos, ainda sem identificacdo, foi isolado de
solo da Fazenda Sucupira contaminado com glicerina: 32 de solo da barragem,
sendo 21 a partir da contaminagdo com glicerina padrdao (GPBF) e 11, com
glicerina bruta (GBBF), e 14 da plantacdo de Amaranthus sp. (Caruru), sendo 5 a
partir da contaminag¢do com glicerina padrdo (GPPF) e 9, com glicerina bruta
(GBPF). Essas 46 linhagens foram submetidas a uma avaliagdo quanto a sua
eficiéncia de crescimento em meio de cultivo que continha apenas glicerina como
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fonte de carbono. Baseados nos dados obtidos e apresentados na Figura 1, os
valores de IVCM em Glicerina bruta variaram de 1,25 a 10,53, enquanto os valores
em Glicerina Comercial oscilaram dentro da faixa 1,79 a 14.87. Embora os maiores
resultados tenham sido obtidos em glicerina padrdao comercial, considerando-se
que a glicerina de soja contém vdrias impurezas, como metanol, cinzas e residuos
de catalisador, o resultado obtido pelas linhagens quando crescidas nessa
glicerina bruta pode ser considerado satisfatério.

Para selegdo das linhagens, os 46 fungos foram agrupados em trés grupos de
acordo com o valor de IVCM baixo, médio e alto, obtidos em glicerina bruta, e
linhagens de cada grupo, totalizando 13 linhagens, foram selecionadas para
bioconversdo nessa glicerina.
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Figura 1. indice de velocidade de crescimento micelial das 46 linhagens de fungos filamentosos,
obtidos em glicerina bruta de soja e padrdo comercial.

As amostras geradas por bioconversdo de glicerina de soja das 13 linhagens,
apos 5 e 10 dias de cultivo, foram analisadas, primeiramente, por DIMS (Figura 2).
De acordo com a andlise de componente principal realizada sobre os dados
espectrais das amostras de glicerol bioconvertidas pelos fungos filamentosos,
pode-se perceber no grafico de scores (Figura 2), a presenca de dois grupos
distintos: no quadrante esquerdo, localizam-se as amostras geradas apds 5 dias
de cultivo (T1), e no quadrante direito, as amostras geradas apds 10 dias (T2).

O gréfico de scores representa todas as amostras analisadas. As suas
posicGes no grafico dependem dos ions detectados nas amostras e que estdo
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representados no grafico de loadings. Entao, existe uma correlagdo espacial entre
o grafico de scores e o grafico de loadings. Ao se comparar os dois graficos, pode-
se constatar que as amostras do tipo T2 possuem ions mais intensos que o das

amostras T1.
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Figura 2. Gréfico de scores e loadings das amostras de glicerol bioconvertidas por fungos filamentosos,

em glicerina bruta de soja. T1-5 dias e T2-10 dias de cultivo.
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ApOs processamento dos dados, foi possivel inferir que as linhagens GPBF
21/15, GPBF 19/15 e GBBF 5/15 produziram polidis do tipo C4 (m/z 145,0471), C5
(m/z 175,0577) e C6 (m/z 205,0683), os quais foram detectados com intensidade
perto de 1x10°. As linhagens GPBF 9/15 e GBPF 7/15 produziram poliis do tipo
C4 (m/z 145,0467 e m/z 145,0468 respectivamente), porém seu ion
correspondente foi detectado com intensidade menor, 2x10*, do que as linhagens
anteriormente citadas.

Nas réplicas de GPBF 21/15 e GPBF 19/15, foi detectado o ion m/z 215,0692,
correspondente a compostos como carpacina, miristicina, metoxicinamato e
isoquinolona, e o ion m/z 215,0162, correspondente ao acido citrico. Diante disso,
ainda ndo foi possivel confirmar qual produto essas linhagens realmente haviam
produzido, além dos polidis.

Com base nos resultados que indicaram a produgdo de polidis pelas
linhagens GPBF 21/15, GPBF 19/15, GBBF 5/15, GPBF 9/15 e GBPF 7/15, as
amostras obtidas apds 5 e 10 dias de cultivo foram analisadas por UPLC para
identificar e quantificar esses compostos.

Porém, ndo foi possivel determinar a identificagdo e concentragdo dos polidis
do tipo C4, C5 e C6 que as linhagens teriam produzido conforme resultados
indicativos por DIMS, por estarem abaixo do limite de quantificagdo do método
empregado. No entanto, verificou-se que o poliol glicerol, fonte de carbono da
bioconversdo, foi consumido entre 35% e 57%, dependendo da linhagem avaliada.
Sendo assim, acredita-se que o consumo de glicerol tenha ocorrido,
principalmente, para crescimento dos fungos.

Conclusoes

Linhagens de fungos filamentosos isolados a partir de solos contendo
glicerina bruta de soja e padrdao comercial, da Fazenda Sucupira, Brasilia, DF,
foram avaliadas de acordo com a capacidade de crescer em glicerina bruta de soja
ou comercial, como Unica fonte de carbono. Ao todo, 13 linhagens foram
selecionadas de acordo com valores de IVCM alto, médio e baixo e testadas em
processo de bioconversdo de glicerina bruta de soja. Os resultados obtidos por
espectrometria de massas (DIMS) indicaram que cinco linhagens foram capazes
de produzir polidis C4, C5 e C6, porém, esse resultado ndo foi confirmado por
UPLC-ELSD, embora a fonte de carbono glicerol tenha sido parcialmente
consumida.
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Efeito da morfologia celular e fase de
crescimento algal na eficiéncia da
criopreservacao de microalgas

Maiara Sousa Fernandes”, Priscila Borges Morais®, Rodrigo Carvalho do
Nascimento®, Lorena Costa Garcia®, Guy de Capdevil/es, Bruno dos Santos
Alves Figueiredo Brasil®

Resumo

A preservagdo de recursos genéticos algais depositados em colegGes de
referéncia é crucial para o apoio e desenvolvimento de programas de
melhoramento. Para tanto, faz-se necessario o desenvolvimento de metodologias
para a conservagdo de microalgas por longos periodos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a eficiéncia de criopreservagdo de trés espécies de microalgas com
arquiteturas  celulares distintas, colonial cenobial (EMBRAPA|LBA35
Desmodesmus sp.), cocoide unicelular (EMBRAPA|LBA39 Chlorella sorokiniana) e
colonial palmeloide (EMBRAPA|LBA40 Chlamydomonas biconvexa), em diferentes
momentos do seu ciclo de crescimento (32, 62 e 92 dias de crescimento). Foram
testados trés agentes crioprotetores: dois agentes com alta permeabilidade
celular (Glicerol e Dimetilsulféxido) e um agente ndo permeavel (Polietilenoglicol
400). A viabilidade celular foi mensurada utilizando-se o método do cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazodlio (CTT). Os resultados demonstraram que a eficiéncia dos
agentes crioprotetores varia em fung¢do da cepa avaliada. Além disso, a fase de
crescimento de cada cepa também afeta a efetividade dos agentes crioprotetores.

Introdugao

A manutengdo de cepas unialgais crescendo ativamente durante longos
periodos de tempo é um processo dispendioso. O congelamento desses
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microrganismos permite manté-los em um estado metabolicamente inativo,
possibilitando maiores intervalos entre as replicagdes das culturas (ANDRADE;
COLOZZI FILHO, 2014). A fim de minimizar a lise celular decorrente da formagdo
de cristais de gelo intracitoplasmaticos e consequente perda da viabilidade
durante o congelamento, diferentes substancias podem ser utilizadas como
crioprotetoras. Essas substdncias podem ser classificadas de acordo com a
capacidade de penetragdo celular: crioprotetores intracelulares, como o glicerol,
dimetilsulféxido ou metanol; ou extracelulares, como o polietilenoglicol, sorbitol
ou manitol. Além da substancia crioprotetora utilizada, caracteristicas da alga
como a espécie, a estrutura celular, a fase de crescimento, o teor de agua da
célula e a taxa de resfriamento podem afetar a criopreservagao. A viabilidade pds-
descongelamento é a forma utilizada para se estimar quantitativamente a
sobrevivéncia das células e para comparar a eficiéncia dos métodos de
criopreservagdo. O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT) é um método
frequentemente usado para determinar a viabilidade celular (SANTOS, 2010). O
ensaio baseia-se na atividade enzimdtica dos micro-organismos vivos que
reduzem o sal de CTT (incolor) a formazan. Os cristais de formazan resultantes
apresentam cor vermelha e a intensidade da coloragdo é utilizada para medir a
atividade mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de trés agentes
crioprotetores na conservagdo de microalgas de diferentes cepas, em estagios
distintos de ciclo de vida, com base na avaliagdo de viabilidade pds-congelamento
das cepas.

Material e métodos

Obtencdo e Cultivo das estirpes

Trés espécies de microalgas selecionadas a partir da colecdo de
microrganismos fotossintetizantes da Embrapa Agroenergia foram utilizadas para
a realizacdo dos experimentos: Desmodesmus sp. (EMBRAPA|LBA35); Chlorella
sorokiniana (EMBRAPA|LBA39) e Chlamydomonas biconvexa (EMBRAPA | LBA40)
(Figura 1). As cepas foram inoculadas com densidade oéptica inicial de 0,01
(D.0=0,01), em erlenmeyers contendo 300 ml de meio BG11 (RIPPKA et al., 1979),
e mantidas em sala de crescimento com iluminagdo artificial de 8.000 Lux, ciclo de
iluminacdo 12 h claro/12 h escuro, temperatura de 26 °C, aeracdo de 10 L.h‘l, por
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um periodo de 10 dias. O crescimento da biomassa foi monitorado diariamente
pela densidade Optica das culturas a 680 nm em espectrofotdmetro
(SPECTRAMAX M3, Molecular Devices), com o intuito de acompanhar e
determinar a curva-padrdo de crescimento de cada cepa.
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Figura 1. Fotomicrografia das cepas: A) Embrapa|LBA35 (Desmodesmus sp.); B) Embrapa|LBA39
(Chlorella sorokiniana); C) Embrapa|LBA40 (Chlamydomonas biconvexa).

Fonte: Catalogo da colegdo de microalgas aplicadas a agroenergia e biorrefinaria da Embrapa.

Criopreservagao das microalgas

As microalgas foram congeladas, na auséncia de agentes crioprotetores
(controle), e na presenca dos agentes crioprotetores penetrantes dimetilsulféxido
(DMSOQ) e glicerol, e do crioprotetor ndo penetrante polietilenoglicol 400 (PEG
400), todos em uma concentracio final de 10% v/v. O procedimento foi realizado
em trés estagios do crescimento das cepas: metade da fase exponencial (32 dia),
final da fase exponencial (62 dia) e fase estacionaria (92 dia). Os agentes
crioprotetores e a suspensdo celular foram misturados (0,15 ml e 1,35 ml,
respectivamente) em criotubos de polipropileno de 2 ml estéreis. O
congelamento das amostras foi realizado em ultrafreezer a -80 °C, com o auxilio
de um container de congelamento (Mr. Frosty™ Freezing Container) que permite
uma taxa de resfriamento de aproximadamente -1 °C.min™. O descongelamento
foi realizado 20 dias apds o congelamento. Os criotubos foram retirados do
ultrafreezer e submersos em banho-maria a 35 °C por aproximadamente 1
minuto. Em seguida, o conteudo dos criotubos foi centrifugado por 5 minutos a
10.000 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o conteudo celular ressuspenso em
1,5 ml de meio BG11.
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Ensaio da viabilidade celular pds-descongelamento

A viabilidade das amostras foi determinada usando o método do CTT
(SANTOS, 2010). Em tubos de ensaio, cada amostra foi homogeneizada em 3 ml
do reagente CTT 0,5% (p/v), preparado em solucdo tampdo fosfato pH 7. As
misturas foram incubadas por 24 h no escuro, a 28 °C. Apds esse periodo, foram
adicionados 6 ml de etanol 95% (v/v) e os tubos foram colocados em agua
fervente durante 10 minutos, para tornar o formazan solivel no meio. O material
foi entdo centrifugado a 10.000 rpm, durante 5 minutos, para a separag¢dao dos
sélidos. O sobrenadante foi reservado para as leituras de absorbancia a 490 nm
em espectrofotémetro (SPECTRAMAX M3, Molecular Devices).

Analises estatisticas

Em todos os tratamentos, foi realizada a analise de variancia (Anova) e as
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se
o programa Assistat 7.7.

Resultados e discussao

Crescimento celular

As curvas de crescimento obtidas para as trés cepas mostraram
comportamentos semelhantes (Figura 2). Ndo foi observada fase de indugdo ao
crescimento, caracterizada por um crescimento lento em virtude da adaptacgdo da
cultura as condigBes do meio. O crescimento teve inicio ja em fase exponencial
(fase log) e estendeu-se até o 62 dia de cultivo para as trés cepas. Almeida et al.
(2015), ao estudarem o crescimento de cepas de Chlorella vulgaris, e
Desmodesmus sp em meio de cultivo BG-11, observaram a fase exponencial para
essas espécies entre o 22 e 52 dia de cultivo. A fase de desaceleragdo ocorreu do
62 ao 82 dia, e a fase estaciondria foi registada no 92 dia de cultivo para todas as
cepas. O maior rendimento mdaximo em biomassa foi observado para a
Embrapa|LBA39. As cepas Embrapa|LBA35 e Embrapa|LBA40 apresentaram
menores densidades ao final do experimento. Essas diferengas podem estar
associadas a eficiéncia de captura de luz e as taxas de crescimento especifica das
espécies.
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Figura 2. Curva de crescimento baseada em densidade O&tica da cepa: A) Embrapa|LBA35
(Desmodesmus sp.); B) Embrapa|LBA39 (Chlorella sorokiniana); C) Embrapa|LBA40 (Chlamydomonas
biconvexa), cultivadas em meio BG-11 por um periodo de 10 dias com iluminagdo artificial de 16.000
Lux, ciclo de iluminagdo 12 h claro/12 h escuro, temperatura de 30 °C, aerag¢do de 10 L.h™. As setas
destacam os dias de colheita das células para congelamento.

Viabilidade apés congelamento

Na Figura 3, sdo apresentados os resultados de sobrevivéncia apds o
processo de criopreservagao. Pode-se observar que as respostas foram diferentes
dependendo da espécie, do agente crioprotetor e da fase de crescimento em que
as células foram colhidas para serem submetidas ao congelamento.

Para a cepa Embrapa|LBA35, os melhores resultados foram obtidos com o
congelamento efetuado durante a fase estacionaria (92 dia) na presenca dos
agentes glicerol e PEG 400.

A cepa Embrapa|LBA39 apresentou maior viabilidade pds-congelamento
quando as células foram submetidas ao processo de criopreservagdo durante a
fase exponencial de crescimento (32 dia), e o melhor resultado de criopreservagdo
foi obtido com o DMSO. Esse resultado corrobora o observado por Gwo et al.
(2005) e de Guermazi et al. (2010), os quais também comprovaram a eficacia do
DMSO para a criopreservagao de espécies de Chlorella.
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De forma semelhante a cepa Embrapa|LBA 35, glicerol e PEG 400 foram os

agentes que promoveram os melhores resultados de sobrevivéncia celular para a

Embrapa|LBA40, na fase estacionaria (92 dia). O DMSO foi menos efetivo como

crioprotetor para essa espécie, ndo diferindo estatisticamente do controle (sem

agente). Para cepas da espécie Chlamydomonas reinhardtii, Crutchfield et al.

(1999) reportaram que o DMSO é um agente ineficaz de criopreservagao.
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Embrapa|LBA40 (Chlamydomonas
biconvexa). Médias com a mesma letra
maiuscula para uma mesma fase de
crescimento sdo estatisticamente iguais
(p<0,05). Médias com a mesma letra

minuscula para o mesmo agente

crioprotetor sdo estatisticamente iguais

(p<0,05).

Conclusao

As respostas de viabilidade pds-congelamento mostraram que os agentes

crioprotetores podem melhorar a tolerancia das cepas ao congelamento. A
eficacia da criopreservacdo para cada espécie pode variar em fung¢do da fase de
crescimento em que as células se encontram e do agente utilizado no processo.
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Avaliacao do cultivo de microalgas em
fotobiorreatores de placas planas para a
producao de biomassa e biorremediacao de
efluente da agroindustria de dleo de palma
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Resumo

O palm oil mill efluent (Pome) é o principal efluente liquido gerado pela
industria do 6leo de palma. Para cada tonelada de éleo extraido s3o necessarios
de 5 a 7,5 toneladas de agua e cerca de 50% deste volume termina como
efluente. A utilizacdo de microalgas para o tratamento de aguas residuais, além
de constituir um processo bioldgico de baixo custo, permite o aproveitamento da
biomassa algal produzida para produgdo de energia, racdao animal e pigmentos,
por exemplo. Neste trabalho foi avaliada a capacidade de biorremediagdo e
produgdo de biomassa em efluente de lagoa de estabilizagdo de Pome (ELE-Pome)
da cepa de microalga Chlamydomonas biconvexa Embrapa|LBA40. As microalgas
foram cultivadas nos meios ELE-Pome e BBM (meio sintético controle) em
fotobiorreatores air lift de placas planas com capacidade de 15 L. Com base nos
resultados obtidos, conclui-se que o ELE-Pome pode ser utilizado como meio de
cultura para a produgdo de biomassa da microalga C. biconvexa Embrapa|LBA40
sem necessidade de suplementagdo de nutrientes. Com relagdo a biorremediagdo
do efluente, os ensaios mostraram que ha remocao significativa de nitrogénio e
fosforo principalmente durante a fase de crescimento exponencial das células,
periodo que coincide a maxima produtividade de biomassa algal.
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Introdugao

Paises como Maldsia e Indonésia sdo responsdveis por 85% da produgdo
mundial de d6leo de palma, enquanto outros como Nigéria, Tailandia, Colémbia,
Equador e Papua-Nova Guiné complementam outros 6% do mercado.
Atualmente, a producdo de 6leo de palma no Brasil é de aproximadamente 300
mil toneladas por ano, proveniente, em sua maioria, do Estado do Para. Essa
producdo ndo é capaz de suprir o mercado interno, ja que o consumo anual gira
em torno de 500 mil toneladas. Os principais fornecedores do produto para o
Brasil sdo Colémbia e Equador (ABRAPALMA, 2016).

A composi¢cdo do Pome é varidvel, mas de um modo geral possui altas
concentragbes de demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) e sdlidos organicos em suspensdo. O sistema tradicional de
tratamento é o de lagoas de estabilizagdo que, geralmente, consiste de um
tratamento primario, em que ocorre a fase de sedimentacdo e/ou flotagdo da
matéria soélida; tratamento secundario, no qual os sdlidos organicos em
suspensdo sdo removidos por processos fisicos, quimicos e bioldgicos; e, por fim,
o residuo passa por um tratamento tercidrio, para desinfec¢do da dagua e
eliminagdo da carga inorganica (SASONGKO; NOGUCHI, 2015; CHIU et al., 2015).

Microalgas sdao microrganismos clorofilados, capazes de converter
fotossinteticamente didxido de carbono atmosférico em uma grande variedade
de metabdlitos e produtos quimicos incluindo proteinas, polissacarideos e
lipideos. Além disso, durante o metabolismo, as células de microalgas assimilam
nitrogénio e fésforo, caracteristica importante para processos de tratamento de
aguas residuais (SAMBUSITI et al., 2015). O cultivo de algas em efluentes alia
biorremediacdo e producgdo de biomassa, reduzindo a utilizagcdo de agua doce e os
custos com adi¢do de nutrientes. Desenvolver uma metodologia de cultivo desses
microrganismos pode revolucionar a produgdo de energia limpa e os sistemas de
tratamento de aguas residuais. Para tanto, é necessario compreender a cinética
de crescimento de microalgas em aguas residuais, além de aprimorar-se a
produtividade desse bioprocesso (LEE; ZHANG, 2016). Sendo assim, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade das microalgas Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA40 de biorremediar o ELE-Pome (Pome biodigerido,
obtido da lagoa aerdbia de estabilizacdo) e de produzir biomassa, quando
cultivadas em fotobiorreatores de placas planas suplementados com CO,.
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Material e métodos

Microalgas

Foi estudada uma cepa de Chlamydomonas biconvexa pertencente a colegao
de microrganismos fotossintetizantes da Embrapa Agroenergia, nomeada como
Embrapa|LBA40 (Figura 1).

Figura 1. Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA
40 (A eB).
o ™~ Fotomicrografias obtidas
{ F e a por meio de microscopia
we ) de luz utilizando técnica
DIC (contraste diferencial
\ 2o J de fase). Escala: 5 pm.
- Fonte: Catdlogo da colecdo de
microalgas aplicadas a
agroenergia e biorrefinarias

da Embrapa.

Meios de cultura

Foram utilizados dois meios de cultivo: i) Bold’s Basal Medium (BBM)
modificado por Brunale (2014); ii) Efluente da Lagoa anaerdbia de Estabilizacdo do
Pome (ELE-Pome) coletado na agroindustria Denpasa (Santo Antdnio do Tau3,
PA). Antes do cultivo, o ELE-Pome foi centrifugado a 16.267 x g por 5 minutos,
como pré-tratamento para reducgdo dos sélidos suspensos.

Producgao de indculo algal e cultivo em fotobiorreator

Os indculos algais foram produzidos em condigGes estéreis, utilizando-se
frascos erlenmeyers de 1 L contendo 500 ml de meio BBM em condig¢des estéreis,
com iluminagdo artificial de 16.000 Lux, ciclo de iluminagdo 12/12 claro/escuro,
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temperatura de 28 °C e aeragdo de 10 L.h™. Apds 7 dias de cultivo, equivalente ao
fim da fase exponencial, o conteido dos erlenmeyers foi homogeneizado em um
frasco unico e inoculado em quantidade suficiente para garantir a densidade 6tica
inicial de 0,1 nos fotobiorreatores de placas planas. A quantidade de indculo
utilizada foi sempre 10% menor do volume de trabalho nos fotobiorreatores.

A cepa C. biconvexa Embrapa|LBA4O foi cultivada em fotobiorreatores air lift
de placas planas, com iluminagdo artificial de 35.000 Lux em ciclos de 12h/12h
claro/escuro, temperatura de 25 °C no escuro e 35 °C no claro, aeragdo de 60 L.h™
e suplementacdo de CO, ajustada para 5 % da vazdo de ar. Os cultivos foram
realizados em bateladas independentes durante 5, 10 e 15 dias, utilizando 13 L de
ELE-Pome ou de meio BBM. Os trés periodos foram escolhidos de modo a ser
avaliada a influéncia do tempo de cultivo na taxa de crescimento celular e
remoc¢do dos nutrientes do meio. A biomassa foi obtida por centrifugacdo do
cultivo, sendo entdo congelada a -80 °C por 24 h e posteriormente liofilizada
(Liofilizador LIOTOP K105). O sobrenadante foi autoclavado por 15 minutos e
armazenado em bombonas para analises da composi¢do quimica.

Quantificagdao do crescimento algal

A quantificacdo do crescimento algal foi feita a partir de amostras retiradas
no tempo inicial e final dos cultivos. Foram realizadas medidas de determinacdo
de peso seco, na qual trés amostras de 10 mL foram centrifugadas, lavadas com
10 mL de agua destilada (3x) e entdo ressuspendidas em agua destilada. A
biomassa lavada foi adicionada as placas, previamente taradas, postas em estufa
por 24 h a 105 °C e em seguida pesadas. A diferenga entre a massa da placa com
biomassa seca e da placa vazia foi definida como o peso seco da amostra.

Analise dos sobrenadantes dos cultivos algais

Os sobrenadantes dos cultivos algais em fotobiorreatores de placas planas
utilizando ELE-Pome foram caracterizados quanto a demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), conteldo de fosfato,
nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal, potdssio, turbidez, pH e carbono organico
total. Essas andlises foram realizadas pela empresa Ambientale, em Maringd, PR.
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Analises estatisticas

Foi realizada andlise da variancia (Anova) de fator Unico com repetigdo,
usando o teste de Tukey, a 5% de significancia, para comparagdo entre as médias,
utilizando-se o programa Sisvar.

Resultados e discussoes

Ndo foram observadas diferencgas significativas (p<0,05) no crescimento da
cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 quando cultivada nos dois substratos de
crescimento testados, ou seja, meio BBM ou ELE-Pome (Figura 2). Esses
resultados sugerem que os nutrientes presentes no ELE-Pome sdo suficientes para
garantir um crescimento algal vigoroso dessa cepa. E importante ressaltar que as
produtividades obtidas neste estudo, sdo superiores aquelas relatadas na
literatura. Por exemplo, Wu et al. (2012) relataram o cultivo de Chlamydomonas
sp. em efluente de estagdo de tratamento de dgua, no qual obtiveram 150 mg.L’
dia™ de produtividade de biomassa. J& Ledda et al. (2015) isolaram uma cepa
autéctone de Chlorella sp. de tanques de armazenamento de esgoto da criagdo de
suinos e testaram formulagdes do efluente como fonte de cultivo para a cepa.
Como resultado, obtiveram produtividades maximas de 220 mg.L'ldia'l.

4096
2048
1024

512

(mg/L)

- BBM

256 = = = ELE-POME

Rendimento de biomassa
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0 5 10 15 20

Tempo (dias)
Figura 2. Curva de crescimento da cepa C. biconvexa Embrapa|LBA40 cultivada em fotobiorreatores

air-lift de placas planas, baseada no rendimento de biomassa (mg L™) por 5, 10 e 15 dias utilizando
meio BBM e ELE- Pome.
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Figura 3. Percentual de variagdo na composigdo do ELE-Pome ao longo cultivo com a cepa C. biconvexa
Embrapa|LBA40 durante 5, 10 e 15 dias em fotobiorreatores air lift de placas planas. A analise
estatistica foi realizada com Anova de fator Unico com repetigdo, e foi usado o teste de Tukey para
comparagdo entre as médias. Letras diferentes (a, b, c) indicam diferengas estatisticamente
significativas entre os tempos de cultivo avaliados (p<0,05).

A partir dos dados apresentados na Figura 3, nota-se que as microalgas
assimilam as fontes de nitrogénio e fésforo do meio, sendo as maiores reducdes
observadas nos periodos de cultivo que coincidem com a fase exponencial de
crescimento (10 dias). Observou-se também que em todos os cultivos houve
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elevagdo na DBO e DQO com o aumento no tempo de cultivo, os quais foram mais
acentuados apds o final da fase exponencial de crescimento algal. Pode-se
hipotetizar a contribuicdo de dois fatores para esse fendmeno: i) O acimulo de
compostos organicos no meio de cultivo, secretados pelas microalgas, em
especial carboidratos; ii) A baixa eficiéncia de remogdo de células mortas e debris
celulares que se acumulam ao longo do tempo de cultivo pelo método de colheita
de biomassa empregado (centrifugacdo).

Pode-se perceber que ha aumento nos parametros organicos ao longo do
tempo de cultivo, sendo mais acentuado apds o término da fase de crescimento
algal exponencial. Por outro lado, as concentragdes de nitrogénio e fdsforo
apresentaram redugdes significativas, enquanto a concentragdo do potassio nao
variou significativamente (p<0,05) ao longo do tempo de cultivo. As taxas de
remoc¢do de nitrogénio total atingiram mais de 64,13% para Chlamydomonas
biconvexa Embrapa|LBA40. Cultivando Chlamydomonas sp. em Pome, Ding et al.
(2016) obtiveram, taxas de remocgdo de nitrogénio amoniacal e nitrogénio total
equivalentes a 100% e 72,97% da concentragdo inicial, respectivamente. A
variacdo da concentragdo de fésforo total nos cultivos da cepa foi de 96%, obtido
no tempo de 5 dias, 0 que equivale a uma reducdo 19,32 mgL™ de fésforo (Figura
3B). Ding et al. (2016) reportaram 63,53% de remocgdo de fésforo total por uma
cepa de Chlamydomonas sp. em Pome diluido com 4gua destilada.

Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados sugerem que os
pontos de maxima produtividade de biomassa e de maxima remogdo de
nutrientes inorganicos coincidem, determinando assim um Unico ponto 6timo de
colheita. Esses achados sdo importantes, pois maximizam as vantagens da
exploragdo biotecnolégica do cultivo de microalgas acoplado a agroindustria de
palma-de-dleo. Estudos futuros focados na andlise da composicdo da biomassa
algal produzida em ELE-Pome auxiliardo na identificacdo e valoragdo de potenciais
bioprodutos que poderao ser obtidos a partir dessas microalgas.

Conclusoes

Conclui-se que o Efluente da Lagoa de Estabilizacdo do Pome (ELE-Pome)
pode ser utilizado como meio de cultura para a produg¢do de biomassa da cepa C.
biconvexa Embrapa|LBA40, sem necessidade de suplementagdo de NPK.
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Verificou-se que ha remogdo significativa de nitrogénio e fésforo do ELE-Pome,
principalmente durante a fase de crescimento exponencial das células, periodo que
coincide a maxima produtividade de biomassa algal.

Apoio financeiro

Finep, Capes e Embrapa.
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Otimizacao da producao de lipases de
Aspergillus sp. BDA-FI 7 por fermentagao
em estado sélido para a sintese de biodiesel

Pedro Alves Martinsl, Débora Lo Sciutoz, Léia Cecilia de Lima dearo3,
Thdlyta Fraga Pacheto4, Thais Fabiana Chan Salum®

Resumo

O biodiesel é um biocombustivel que pode ser obtido por rota enzimatica
por meio da reagdo de transesterificagdo de 6leos de origem vegetal e/ou animal
com o uso de lipases para catalisar o processo. Neste trabalho, avaliou-se a
producdo de lipases por cinco fungos filamentosos quando cultivados por
fermentag¢do em estado sélido. Dentre estes, o fungo BDA-FI 7, identificado por
técnicas moleculares como pertencente ao género Aspergillus, se destacou
guanto a atividade lipolitica dos extratos enzimaticos obtidos, alcancando 68,53 *
5,41 U/gss. Os sdlidos fermentados oriundos do cultivo do fungo BDA-FI 7 em
farelo de trigo se destacaram quanto a capacidade de transesterificar éleo de soja
e etanol em ésteres etilicos quando a reacgdo foi conduzida em solvente orgénico
(n-heptano). A fim de otimizar a produgdo de lipases para sua aplicagdo na sintese
de biodiesel, foi realizado um planejamento experimental do tipo delineamento
composto central rotacional (DCCR) considerando temperatura, umidade e
quantidade de indculo como varidveis de cultivo. O experimento foi conduzido
com 7 dias de incubagdo e foi gerado um modelo para explicar o comportamento
da producdo de lipases.

Introdugao

Lipases sdo enzimas da familia das carboxil-éster hidrolases capazes de
catalisar a hidrdlise de triacilglicerdis, produzindo glicerol e acidos graxos, bem
como promover as reagdes de esterificacdo, transesterificacao, interesterificagao
e amindlise. Diferenciam-se das esterases, dentre outras classificagdes, por sua
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especificidade de atuagdo sobre o substrato de acordo com o tamanho da cadeia
carbbnica do mesmo. Assim, consideram-se esterases as enzimas que sao capazes
de atuar apenas sobre triacilglicerdis de cadeia curta (soliveis em agua) e lipases
verdadeiras aquelas capazes de atuar tanto sobre triacilglicerdis de cadeia curta
guanto longa (insoluveis em agua) (VERGER, 1997).

Dentre diversas aplicagdes, as lipases podem ser utilizadas como
catalisadoras da rota enzimatica de produgao do biodiesel por meio da reagdo de
transesterificagdo (MA; HANNA, 1999). A legislagdo brasileira atual estabelece
uma adicdo obrigatdria de 7% de biodiesel ao dleo diesel comercializado,
enfatizando, assim, a importancia do estudo e da produgdo desse biocombustivel,
sobretudo quando produzido de forma sustentdvel. Tendo em vista este
panorama socioecondmico, o objetivo deste trabalho foi otimizar a producdo de
lipases por fermentacdo em estado sélido para sua utilizagdo em reagdes de
transesterificacdo para produgdo de biodiesel.

Materiais e métodos

ApOs etapa de isolamento de microrganismos produtores de lipase a partir
de diferentes amostras ambientais, foram selecionados cinco fungos filamentosos
promissores (dados ndo mostrados). Estes foram avaliados quanto a producdo de
lipases quando submetidos a fermentacdo em estado sélido utilizando trés
substratos distintos: farelo de trigo, fibra de prensagem (torta) de dendé e uma
mistura 1:1 destes. A extracdo das lipases foi realizada incubando 5 mL de solugdo
extratora (Tampao fosfato de sédio 50 mmol/L pH 7,0, Goma arabica 1,11 g/L e
Triton X-100 4,44 g/L) por grama de substrato seco. Os extratos enzimaticos
obtidos foram, entao, avaliados conforme método de hidrdlise do palmitato de
p-nitrofenila (KRIEGER, 1995). As atividades foram expressas em unidades de
atividade enzimatica por grama de substrato seco (U/gss). Uma unidade de
atividade enzimdtica é definida como a quantidade de enzima necessaria para a
formacdo de 1 umol do produto (p-nitrofenol) por minuto.

Aqueles que apresentaram atividade de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
tiveram seus extratos enzimaticos e sélidos fermentados (material resultante do
cultivo do fungo sobre o suporte sélido durante a etapa de fermentagdo) obtidos do
cultivo em farelo de trigo submetidos a uma etapa de liofilizagdo e, em seguida, a
reacdo de transesterificacdo. Esta foi realizada com razdo éleo:alcool 1:3. Assim, foi
utilizado dleo de soja (2 mmol) e etanol P.A. (6 mmol). Para a prote¢do da
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conformacgdo estrutural da enzima, a reacdo foi conduzida em solvente organico.
Deste modo, adicionou-se n-heptano P.A. totalizando um volume de 10 mL por
reagdo. A este volume, considerou-se, ainda, a adicdo de agua destilada 0,5%
(m/m) de forma que houvesse um minimo de dgua necessério a manutenc¢do da
conformacdo estrutural e camada de solvatagdo da enzima (SALUM, 2010). Cada
reacdo foi preparada, individualmente, em frascos do tipo Erlenmeyer de 100 mL
vedados com rolha. A cada Erlenmeyer foi adicionado 1g de sélido fermentado
mantendo as duplicatas biolégicas separadas. Como controle positivo do
experimento, utilizou-se Amano Lipase de Pseudomonas cepacia (Sigma-Aldrich) a
4 mg/mL. O controle negativo da reagdo consistiu de um meio reacional incubado
sem adi¢do de enzima. Os Erlenmeyers foram, entdo, incubados a 37 °C com
agitacdo de 120 rpm e foram retiradas aliquotas de 50 pL para acompanhamento
da reagdo por meio de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A CCD foi
realizada em cromato folhas de aluminio ALUGRAM® XTRA SIL G/UV,s, (espessura
0,20mm; Macherey-Nagel) nas dimensGes de 10 cm x 10 cm com fase movel
constituida de hexano:éter etilico:acido acético na proporgdo 70:29:1. Como
padrdes, utilizou-se biodiesel de dleo de soja, dleo de soja (Soya) e acido oléico
(Dinamica). Para a revelagdo, a placa foi incubada com iodo ressublimado.

A etapa de otimizacdo da produgdo da lipase foi feita por meio de
planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional
(DCCR), avaliando-se trés varidveis de cultivo independentes em cinco niveis:
temperatura (20 °C a 35 °C), umidade (45% a 65%) e quantidade de indculo (106
esporos/g a 10° esporos/g). As faixas de estudo para cada varidvel foram
escolhidas conforme dados da literatura para cultivo de Aspergillus sp. por
fermentagdo em estado sélido e também conforme limitagdes do substrato (a
umidade maxima do farelo de trigo sem que haja agua livre é de 65%). O
experimento foi conduzido conforme matriz gerada utilizando um valor de alfa de
1,68 (fatorial completo 2’+4 repeticdes do ponto central + 6 pontos axiais) por 7
dias de cultivo. A produgdo de lipase foi avaliada conforme atividade lipolitica
determinada pela hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (KRIEGER, 1995) e, em
seguida, analisada estatisticamente pelo software Statistica (v. 12) considerando
um nivel de significancia de 90% (p<0,1). Para a validagdo do modelo, o cultivo
referente ao ponto de maior atividade (observado na superficie de resposta como
sendo o de maior umidade e temperatura) descrito na fungao obtida foi realizado.
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Resultados e discussao

Quando avaliados pelo método de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila,
nenhum dos cultivos realizados em torta de dendé foi capaz de produzir lipases.
J4 os extratos enzimaticos obtidos dos cultivos por fermentacao em estado sélido
dos fungos filamentosos BDA 24, BDA-FI 8.1 e BDA-FI 7 contendo farelo de trigo
apresentaram atividade lipolitica. Sendo assim, deu-se continuidade apenas aos
estudos com os cultivos desses fungos exclusivamente em farelo de trigo.

A fim de dar continuidade ao estudo de condig¢des de cultivo de fungos para
a producdo de lipases, realizaram-se alguns testes preliminares de producdo de
biodiesel usando as lipases produzidas pelos trés fungos. Os extratos enzimaticos
liofilizados ndo foram capazes de catalisar a reagdo de transesterificagdo. As
amostras de sélidos fermentados, entretanto, foram capazes de produzir ésteres
etilicos, e as amostras relativas ao cultivo do fungo BDA-FI 7, quando analisadas
por CCD, se destacaram por apresentarem manchas com intensidades
semelhantes as obtidas no controle positivo (Figura 1). Uma possivel explicacdo
para o fendmeno encontrado seria que a enzima pode estar adsorvida ao sdélido
fermentado de tal maneira que estabilize a conformacdo tridimensional da
mesma protegendo-a da a¢do desnaturante do alcool de forma que favoreca a
catalise.

Deste modo, selecionou-se o fungo BDA-FI 7 (Aspergillus sp.) para a etapa de
otimizacdo da producdo de lipases e procedeu-se com os cultivos conforme
delineamento composto central rotacional (DCCR). Apenas as variaveis
temperatura e umidade influenciaram significativamente a atividade lipolitica dos
extratos, sendo a quantidade de indculo indiferente a resposta em atividade
lipolitica. Assim, considerando-se as varidveis significativas, obteve-se a fungao
que descreve o modelo:

Atividade lipolitica = —74,417 + 2,863.Temperatura + 0,503. Umidade

Quando o cultivo ocorre em temperaturas e umidades mais elevadas a fungdo
prevé um potencial aumento de atividade lipolitica, chegando a 58,44 U/gss. Godoy
et al. (2011) e Moftah et al. (2012) observaram que baixas umidades resultam em
menor turgescéncia do substrato o que pode reduzir a acessibilidade de
nutrientes pelo microrganismo, resultando em menor crescimento e produgdo de
enzimas e metabdlitos, o que pode explicar a preferéncia desse fungo por
umidades mais altas.

113



114

Il Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

A fungdo que codifica o0 modelo em questdo foi utilizada para determinar o
ponto de maxima atividade e o cultivo do fungo BDA-FI 7 em tais condigdes foi
realizado, exibindo atividade de 68,53 * 5,41 U/gss. Sendo assim, em virtude da
boa correlagdo entre os valores preditos e os resultados empiricos obtidos e,
segundo a analise de variancia do modelo, 0 mesmo foi considerado validado.

-EE

- TAG

- FFA

- DAG

. . 4 - MAG
1 2 3 4 5 6 - + BD OS AO

Figura 1. Avaliacdo qualitativa da produgdo de ésteres etilicos por cromatografia em camada delgada
utilizando os sélidos fermentados (120h). A produgdo de ésteres etilicos (EE) é acompanhada da
diminui¢do da quantidade de triacilgliceréis (TAG) e do aumento da quantidade de diacilglicerdis
(DAG), monoacilglicerdis (MAG) e acidos graxos livres (FFA). 1 e 2: sélidos fermentados de BDA 24; 3 e
4: solidos fermentados de BDA-FI 8.1; 5 e 6: sélidos fermentados de BDA-FI 7; - : controle negativo; + :
controle positivo; BD: padrdo de biodiesel de dleo de soja; OS: padrdo de dleo de soja; e AO: padrdo

de acido oleico.

Conclusoes

Quando cultivados em farelo de trigo por fermentacdo em estado sdlido, os
fungos BDA 24, BDA-FI 7 e BDA-FI 8.1 foram capazes de produzir lipases.

As amostras de extrato enzimatico liofilizado ndo apresentaram atividade de
transesterificacdo, sendo incapazes de produzir biodiesel. Entretanto, as amostras
de sélido fermentado dos cultivos das linhagens BDA 24, BDA-FI 8.1 e BDA-FI 7
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realizados em farelo de trigo como substrato foram capazes de converter o 6leo
de soja em ésteres etilicos. A lipase do fungo BDA-FI 7 teve uma maior eficiéncia
em produzir ésteres etilicos.

O fungo BDA-FI 7 foi o microrganismo isolado com maior capacidade de
producdo de lipases quando cultivado em farelo de trigo. O DCCR mostrou que as
variaveis temperatura e umidade apresentaram efeito significativo sobre a
atividade lipolitica, enquanto a quantidade do indculo foi indiferente em relagdo a
atividade lipolitica. A maior atividade lipolitica obtida foi de 68,53 U/gss em 7 dias
de cultivo com temperatura de 35 °C e umidade de 65%.
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Fungo filamentoso CANA175: producao e
caracterizagao bioquimica de enzimas
lipoliticas

Débora Lo Sciutol, Pedro Alves Murtinsz, Thais Demarchi Mendesg, Thais
Fabiana Chan Sa/umd, Félix Gongalves de SiqueiraS, Dasciana de Sousa
Rodrigue55

Resumo

O fungo filamentoso CANA175 (FF-CANA175) foi cultivado em estado sdlido
por 7 dias a 30 °C em quatro diferentes substratos: torta de dendé (TD), torta de
palmiste (TP), borra do decantador de d6leo de dendé (BD) e farelo de trigo (FT).
Atividade de lipase, avaliada pelo método de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
(oNPP), foi observada nos extratos brutos de FF-CANA175 provenientes dos cultivos
em farelo de trigo (102,4 U/gSS) e torta de palmiste (25,7 U/gSS). A atividade de
lipase apresentou os melhores resultados a 40 °C e pH 9,0. Os ions metalicos
(Ca®, co™, cu®™, Fe™, Fe¥, K, Mg®*, Mn>, Na*, Zn™) e EDTA na concentragio de
10 mmol/L n3o apresentaram efeitos significativos sobre a atividade lipolitica.
Testou-se o extrato bruto liofilizado de FF-CANA175 em reacbes de
transesterificagdo de 6leo de soja com alcool etilico (razdo molar 1:3), entretanto
nao houve conversao durante o tempo de reagdo de 168 h.

Introdugao

Os frutos de dendé sdo utilizados na producdo de dois tipos de dleo: dleo de
dendé (extraido do mesocarpo do fruto) e dleo de palmiste (da améndoa), ambos
apresentam amplo emprego alimentar e industrial. Em contrapartida, elevada
quantidade de residuos é gerada nas agroindustrias de dendé, tais como: cachos
vazios, fibra de prensagem do mesocarpo (torta de dendé), casca que recobre a
améndoa, fibra da prensagem da améndoa (torta de palmiste), cinzas da queima
das fibras, borra do decantador de dleo de dendé e o efluente liquido (POME, do
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® Quimica Industrial, doutora em Engenharia Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, dasciana.rodrigues@embrapa.br
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inglés: Palm Oil Mill Effluent). A utilizacdo desses subprodutos como substrato para
o cultivo de microrganismos capazes de produzir enzimas e biomoléculas de
interesse industrial pode agregar valor a esses residuos lignocelulésicos e efluentes.

As enzimas lipoliticas podem ser classificadas em trés principais grupos com
base na especificidade pelo substrato: lipases (EC 3.1.1.3), esterases (EC 3.1.1.1) e
fosfolipases (EC 3.1.1.4). As lipases catalisam a hidrdlise de ligagcGes éster de
triacilglicerdis (TAG) de cadeia longa (acima de 10 atomos de carbono) em acidos
graxos livres e glicerol; em contrapartida, as esterases atuam sob acilglicerdis de
cadeia curta (TIRAWONGSARO! et al., 2008). Dependendo das condigdes, as lipases
também catalisam reagdes de sintese, como a esterificagdo, transesterificagdo e
interesterificagdo, sendo a atividade de agua (a,,) do meio reacional um dos fatores
determinantes para o equilibrio da reacdo no sentido da hidrdlise ou da sintese. As
enzimas lipoliticas sdao produzidas por vegetais, animais e diversos microrganismos,
sendo os fungos amplamente utilizados em decorréncia da produgdo de enzimas
extracelulares, o que facilita a recuperacdo destas do meio de cultivo (MESSIAS et
al., 2011).

As lipases microbianas apresentam grande potencial biotecnoldgico por
diversas razoes: 1) sdo estaveis em solventes organicos; 2) ndo requerem cofatores;
3) possuem ampla especificidade por substrato; 4) apresentam elevada
enantiosseletividade; 5) atuam em ampla faixa de temperatura e pH. Por
conseguinte, sdo utilizadas em diversas industrias, como alimenticia, téxtil,
farmacéutica, polpa e papel, detergentes, entre outras (HASAN et al., 2006). Em
virtude dessa variedade de aplica¢des, a prospec¢do de lipases com caracteristicas
especificas, mais eficientes e estaveis continua sendo uma importante linha de
pesquisa. Dessa forma, FF-CANA175 foi cultivado em quatro diferentes substratos:
torta de dendé (TD), torta de palmiste (TP), borra do decantador de éleo de dendé
(BD) e farelo de trigo (FT), visando a producdo e caracterizacdo bioquimica de
enzimas lipoliticas.

Materiais e métodos

Fermentacdao em estado sélido e atividades lipoliticas

O FF-CANA175, pertencente a Colegdo de Microrganismos e Microalgas
Aplicados a Agroenergia e Biorefinarias, da Embrapa Agroenergia, foi cultivado a
30 °C por 7 dias em estado sélido nos substratos: TD, FT, TP e BD, umedecidos
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com tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH 7, de forma a apresentarem teor de
umidade de aproximadamente 60%.

Os extratos enzimaticos foram obtidos pela adi¢do de 5 mL de solugdo B por
grama de sdlido seco fermentado (solugdo B: goma ardbica 0,11% (m/m) e triton
X100 0,44% (m/m) em tampdo fosfato de sddio 50 mmol/L pH 7). As amostras
foram homogeneizadas a 30 °C sob agitacdo de 150 rpm por 60 minutos e, entao,
centrifugadas (4 °C/10.000 rpm/10 minutos). Os sobrenadantes obtidos,
denominados extratos brutos, foram utilizados para determinagdo da atividade
lipolitica pelo método colorimétrico de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
(oNPP) (KRIEGER, 1995). O ensaio enzimatico padrdo foi realizado em meio
aquoso a 40 °C pH 8,0. As atividades lipoliticas foram expressas em U/g de
substrato seco (U/gSS), em que U foi definido como a quantidade de p-nitrofenol,
em pumol, liberada por minuto.

Caracterizacdo enzimatica

Foram avaliados os efeitos da temperatura, pH e ions metalicos na atividade
de lipase presente nos extratos brutos de FF-CANA175 oriundos dos cultivos em
farelo de trigo (eb-FT) e torta de palmiste (eb-TP). Dessa forma, ensaios
enzimaticos foram realizados em um intervalo de temperatura de 30 °C a 60 °C
(A =5°C) em pH 8,0. O efeito do pH foi aferido na faixa entre 4,0 e 11,0 (A = 1,0)
a 40 °C, sendo utilizado tamp&o universal 0,12 mol/L.

2+, Cu2+, Fe2+, Fe3+, K+, Mg2+, an+’ Na+,

Zn’") e EDTA sobre a atividade de lipase foi avaliado pela pré-incubagao dos

O efeito de ions metalicos (Ca2+, Co

extratos brutos por 20 minutos na presenca desses compostos em concentragdo
final de 10 mmol/L. Como controle, substituiu-se o volume dos reagentes por
4gua milli-Q. A termoestabilidade da lipase foi averiguada incubando-se aliquotas
dos extratos brutos nas temperaturas de 30 °C e 40 °C por 24 h e 4 h,
respectivamente. A atividade lipolitica residual foi quantificada pelo método
colorimétrico padrdo (oNPP) e expressa como atividade percentual em relagdo ao
controle.

Ademais, foi avaliada atividade enzimatica pelo método titulométrico sobre
tributirina, trioleina e trés diferentes dleos: de oliva, pinhdo-manso e dendég;
emulsificados com goma ardbica (3% m/v) em tampao tris-HCl 2,5 mmol/L pH 7,0
contendo NaCl 150 mmol/L. Nesse método, a atividade enzimatica é percebida
pela titulagdo com NaOH dos acidos graxos liberados pela agdo da enzima na
hidrélise dos triacilglicerdis presentes na emulsdo. Para cada ensaio, sdo
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incubados 20 mL de substrato e 1 mL de extrato enzimdtico em um vaso de
reagdo com temperatura controlada (37 °C) e com agitagdo magnética, por 5
minutos.

Reacles de transesterificagdo enzimatica e cromatografia em
camada delgada (CCD)

A dosagem de proteinas presentes nos extratos brutos de FF-CANA175 foi
realizada pelo método do Acido Bicinconinico (BCA), utilizando Kit Protein Assay
(Sigma-Aldrich Inc.) e albumina sérica bovina como padrdo. Apds a
determinagdo da concentragdo proteica de cada extrato enzimatico, aliquotas
apresentando 20 mg de proteina total foram congeladas com nitrogénio liquido e
submetidas ao processo de liofilizagdo.

As reacOes de transesterificagdo foram realizadas utilizando-se 2 mmol de
dleo de soja e 6 mmol de alcool etilico (previamente seco com sulfato de sédio
anidro) em n-heptano, totalizando 5 mL de meio reacional. Os extratos
previamente liofilizados foram, entdo, adicionados ao meio; a reagdo foi mantida
em agitador orbital a 120 rpm e 37 °C por 7 dias. O controle positivo foi realizado
pela adicdo de 20 mg de lipase comercial de Pseudomonas cepacia e, para o
controle negativo, nado foi adicionada enzima. Foram coletadas aliquotas do meio
reacional apds 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 144 h e 168 h de reagao.

A avaliagdo qualitativa dos produtos de transesterificacdo foi realizada por
cromatografia em camada delgada (CCD), sendo utilizada como fase mdvel uma
solugdo de hexano:éter etilico:acido acético (70:29:1); a placa de silica gel foi
revelada com iodo ressublimado. Acido oleico, biodiesel e 6leo de soja foram
utilizados como padrdes.

Resultados e discussao

A maior atividade de lipase (102,4 U/gSS), determinada pela hidrélise de
PNPP, foi obtida quando utilizado o farelo de trigo como substrato do cultivo. O
extrato bruto de FF-CANA175, proveniente do cultivo em torta de palmiste,
apresentou atividade lipolitica de 25,7 U/gSS. Em contrapartida, nio foi
observada atividade de lipase no extrato enzimatico oriundo da fermentagao em
torta e borra de dendé.
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O efeito da temperatura, pH, ions metdlicos e EDTA na atividade lipolitica
dos extratos brutos de FF-CANA175 estd representado na Figura 1.
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Figura 1. Efeito da temperatura, pH, ions metalicos e EDTA na atividade de lipase presente no extrato
bruto de FF-CANA175 cultivado em farelo de trigo (eb-FT) (#) e torta palmiste (eb-TP) (m).

Observa-se que a maior atividade enzimatica foi obtida a 40 °C e pH 9,0 em
ambos os extratos brutos averiguados (eb-FT e eb-TP). Foi mantida, pelo menos,
75% da atividade maxima na faixa de temperatura entre 30 °C e 55 °C em eb-TP,
enquanto a lipase presente em eb-FT manteve mais de 65% da atividade no
intervalo de pH entre 7,0 e 10,0. Enzimas que atuam em uma ampla faixa de
temperatura e pH apresentam grande potencial de aplicacdo biotecnoldgica;
lipases termoestdveis e que atuam em pH alcalino possuem vasto emprego nas
industrias de detergente e de couro, por exemplo (HASAN et al., 2006).

De forma geral, a atividade lipolitica apresentou variacGes pequenas (abaixo
de 20%) quando acrescidos os ions metalicos avaliados; cu®, por exemplo, exibiu
o maior efeito inibitdrio, causando decréscimo de 18% na atividade da enzima em
eb-TP. Ademais, pode-se inferir que a atividade dessa enzima ndo depende da
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presenga de ions metalicos, visto que o agente quelante EDTA ndo apresentou
efeito inibitério na atividade lipasica nas amostras analisadas. As atividades
lipoliticas residuais presentes nos extratos brutos eb-FT e eb-TP mantiveram,
respectivamente, 48,3% e 65,5% da atividade original apds 24 h de incubagao a
30°C; e47,6% e 59,3% apds 4 h a40 °C.

A determinagdo da atividade enzimatica pelo método titulométrico sobre
tributirina, trioleina, éleos de oliva, de pinhdo-manso e de dendé mostrou que os
extratos brutos eb-FT e eb-TP apresentaram atividade sobre tributirina: 48,5 U/gSS
e 18,2 U/gSS, respectivamente. Os demais substratos ndo foram hidrolisados por
nenhum dos extratos enzimaticos utilizados, inferindo-se que a enzima somente
foi capaz de atuar sobre triacilglicerol de cadeia curta.

As reacgOes de transesterificacdo enzimatica de dleo de soja e alcool etilico
(razdo molar 1:3), catalisadas pelas lipases presentes no extrato bruto liofilizado
de FF-CANA175, foram avaliadas qualitativamente por cromatografia em camada
delgada (CCD). Ndo foi observada sintese de biodiesel durante avaliagdo por 168 h
de reagdo (Figura 2).

Figura 2. Placa de CCD mostrando
os produtos apds 168 h da reagdo
de transesterificagdo enzimatica
utilizando extrato bruto liofilizado
de FF-CANA175 cultivado em
farelo de trigo (FT), torta de
palmiste (TP) e borra de dendé
(BD). AO: acido oleico; B: biodiesel;
0S: 6leo de soja; C+: controle

positivo; C-: controle negativo.

AO B OS FT TP BD C+ C-
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Conclusoes

Farelo de trigo foi o substrato que induziu maior producdo de lipase por
FF-CANA175, porém a enzima presente no extrato bruto proveniente do cultivo
em torta de palmiste foi mais termoestavel a 30 °C e 40 °C. Embora tenha
apresentado atividade sob palmitato de p-nitrofenila, a lipase foi capaz de
catalisar apenas a hidrdlise de triacilglicerdis de cadeia curta (tributirina).
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Caracterizacao da composicao quimica da
biomassa da microalga Nannochloropsis
oculata cultivada em tanque aberto tipo
raceway
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Resumo

A producdo de microalgas encontra-se em ascensdo e possui potencial para
atender a diversas necessidades tecnoldgicas, como combustiveis limpos e
alimentos em um contexto de biorrefinaria. Neste trabalho, a microalga
Nannochloropsis oculata foi cultivada em tanque aberto e obteve uma
produtividade de biomassa de 25,21 mg/L/dia. Na caracteriza¢do da biomassa, foi
observado acumulo de diferentes compostos de interesse como lipidios (17,62%),
carboidratos (10,62%) e proteinas (32,76%). Além disso, é uma biomassa rica em
acidos graxos poli-insaturados.

Introdugao

A exploragdo da biomassa de microalgas em um contexto de biorrefinaria é
uma estratégia promissora para a viabilizacdo econémica dessa matéria-prima
para producdo de biocombustiveis, biomateriais e commodities quimicas (YEN et.
al., 2013). Dentro do contexto de biorrefinarias, as microalgas podem ser
utilizadas para diferentes fins em razdo da possibilidade de aproveitamento
integral da sua biomassa. Assim, é possivel aproveitar carboidratos (aplicacdo em
processos fermentativos), lipideos (producdo de biodiesel e outros produtos
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oleaginosos), proteinas (produ¢do de ragdo), pigmentos e outras moléculas com
maior valor agregado (YEN et. al., 2013).

Visando o entendimento dos processos de producdo de microalgas, sdo
necessarios estudos focados em cultivos que extrapolem a escala laboratorial
para testes em escala piloto (RAWAT et al., 2013). Dentre as diversas opgdes de
sistemas de cultivo, a utilizagdo de sistemas abertos (ex: tanques abertos tipo
raceway) é considerada a melhor alternativa para a produgdo de biomassa em
virtude da sua facil construg¢do, manutengdo e operagdo (PARK et al., 2011).

Nannochloropsis oculata (Eustigmatophycea) é uma microalga marinha, com
altas taxas de crescimento e alta produtividade lipidica, além de resisténcia a
condi¢cBes ambientais adversas. Por essas caracteristicas, é recomendada para
estudos em cultivos de grande escala e é também uma das microalgas
promissoras para a produgdo de biocombustiveis (BORGES et al.,, 2007). O
objetivo deste trabalho é a caracterizagdo quimica da biomassa de
Nannochloropsis oculata cultivada em tanques abertos.

Metodologia

A microalga Nannochloropsis oculata foi cultivada na Universidade Federal
do Rio Grande em tanque aberto tipo raceway instalado no interior de casa de
vegetacdo. O cultivo foi realizado em volume Util de 216 litros, agitagdo mecanica
por pas-rotativas, temperatura média de 23 £ 5 °C, por um periodo de 8 dias,
utilizando meio de cultivo NPK. Apds o cultivo, a biomassa foi coletada, utilizando
o floculante Tanfloc 20 ppm, em seguida centrifugada a 1.300 rpm, lavada com
formiato de amonio e seca em estufas de circulagdo a 60 °C.

A biomassa foi caracterizada quanto ao teor de sdélidos totais e cinzas
(WYCHEN; LAURENS, 2015b), proteinas pela metodologia microKjeldahl (AOAC,
1990) utilizando o fator de conversio de 4,75 especifico para microalgas
(LAURENS, 2013), carotenoides totais (HUANG; CHEUNG, 2011), carboidratos
(WYCHEN; LAURENS, 2015a). A fracdao de amido foi determinada utilizando o
protocolo de Sluiter e Sluiter (2008), a fragdo lipidica foi obtida pelo método de
determinacdo do Extrato Etéreo (EE) extraido com éter de petrdleo a 90 °C por 90
minutos em sistema Ankom XT15 e a caracterizagdo do perfil de acidos graxos foi
realizada em cromatdgrafo gasoso (AOAC INTERNATIONAL, 2005).
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Resultados e discussoes

Ao final do cultivo da microalga Nannochloropsis oculata cultivada em
tanques abertos, se obteve uma taxa de 25,21 mg/L/dia de produgdo de
biomassa. Na Tabela 1, pode-se observar a composi¢cdo quimica da biomassa e a
produtividade estimada de cada componente.

Tabela 1. Composigdo quimica (em base seca) e produtividade da Nannochloropsis oculata.

Parametros Teor (%) Produtividade (mg/L/dia)
Sélidos Totais 96,271 £ 0,552 24,28
Cinzas 13,432 +0,192 3,39
Proteinas 32,760 + 0,442 8,26
Carotenoides Totais 0,117 £0,011 0,03
Carboidratos Totais 10,624 + 1,374 2,68
Amido 0,184 + 0,003 0,05
Lipidios Totais 17,62 +£0,20 4,44

Foi observado teor de 10,62% de carboidratos totais em Nannochloropsis
oculata (Tabela 1). Arnold et al. (2015) relatam que os principais polissacarideos
presentes em N. oculata sdo a celulose (parede celular) e a crisolaminarina
(leucosina), um polimero linear formado por ligagdes B (1 > 3)e B (1 = 6), que é
sua reserva energética principal. Isso também explica os baixos teores de amido
observados nessa microalga (Tabela 1), geralmente a reserva energética mais
comum observadas em cloréfitas (SUBRAMANIAN et al. 2013).

Neste experimento, obteve-se um teor de lipidios de 17,62% (Tabela 1), nos
estudos de Olofsson et al. (2014) com Nannochloropsis oculata cultivadas em
tanques abertos, é apresentado que a estacdo do ano e a deficiéncia de
nitrogénio podem aumentar o acimulo de lipidios em até 60%.

Zhu e Dunford (2013), realizando cultivos com Nannochloropsis oculata em
frascos fechados, obtiveram teores maiores de lipidios (36,4%) e menores de
proteinas (26,6%), mostrando que o modo de cultivo também influencia o
acumulo dos diferentes compostos de interesse.

O 4cido graxo predominante encontrado na biomassa de N. oculata é o acido
palmitico (29,24%) (Tabela 2). Nascimento e colaboradores (2013) relatam que
esse € o acido graxo predominante na maioria dos extratos lipidios de microalgas.
Segundo Sharma et al. (2012), a sintese desse acido é aumentada em resposta a



126

Il Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

altas intensidades luminosas, pois esse acido esta relacionado a fotoprotecao das
células.

Tabela 2. Perfil Acidos Graxos da microalga Nannochloropsis oculata.

Perfil Acidos Graxos da microalga Nannochloropsis oculata

Acido caprilico (C8:0) 0,19 + 0,001
Acido lurico (C12:0) 0,38 + 0,064
Acido miristico (C14:0) 4,75 0,161
Acido miristoleico (C14:1) 0,55+ 0,022
Acido pentadecandico (15:0) 0,78 + 0,090
Acido cis-10-pentadecandico (15:1) 1,78 £ 0,59
Acido palmitico (C16:0) 29,24 +0,921
Acido palmitoleico (C16:1) 15,75+ 2,633
Acido heptadecandico (C17:0) 0,30 + 0,003
Acido cis-10 heptadecandico (C17:1) 0,37 £ 0,080
Acido oleico (C18:1) 1,02+ 0,572
Acido esteéarico (C18:0) 6,77 £ 0,933
Acido linoleico (C18:2n-6c) 2,06 + 0,242
Acido gamalinolénico (C18:3n-w-6) 0,64 + 0,107
Acido alfa-linolénico (C18:3) 7,17 + 4,481
Acido cis-11-eicosanoico (C20:1) 1+0,655
Acido beénico (C24:0) 0,27 + 0,087
Acido heneicosandico (C21:0) 0,18 + 0,343
Acido cis-8,11,14-eicosatriendico (C20:3n6) 1,66 + 0,546
Acido cis-11,14,17-eicosatriendico (C20:3n3) 2,89 +0,105
Acido tricosanoico (C23:0) 0,52 £0,296
Acido eicosapentaenoico (C20:5 (w-3)) 15,51+ 2,217
Acido docosahexaenoico (C22:6n-3) 6,22 +0,137

Os dois tipos de acidos graxos observados em maior concentragdo (C16:0 e
C16:1) em Nannochloropsis oculata neste trabalho (Tabela 2), também é visto
comumente por outros pesquisadores (BORGES et al., 2011). Recht et al. (2012)
observaram que em resposta a estresses, Nannochloropsis sp. tende a aumentar a
producdo de acidos graxos, pois muitos sdo responsaveis pela protecdo da célula.
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Nannochloropsis oculata apresentou altos niveis de acidos graxos poli-insaturados
(Pufa) (C18:3n-6, C18:3, C20:3n-6, C20:3n-3, C20:5 (w-3) e C22:6n-3), fato
relatado em outros estudos (RONQUILLO et al, 2012) e que indica potencial para
utilizacdo da biomassa algal para melhoria na qualidade nutricional de ragdo
animal ou humana. Além disso, o mercado da produgdo de Pufa estd crescendo
pelas suas diversas propriedades benéficas a saude e isso tem incentivado a busca
de um maior entendimento da bioquimica lipidica das microalgas (KHOZIN-
GOLDBERG et al., 2011).

Conclusao

A Nannochloropsis oculata é uma das microalgas potenciais para produgdo e
processamento de bioprodutos em um contexto de biorrefinaria. Essa espécie
possui resisténcia a condi¢cGes adversas e um alto teor de diferentes compostos
de interesse como lipidios (17,62%), carboidratos (10,62%) e proteinas (32,76%)
em sua biomassa. O conteudo de acidos graxos poli-insaturados agrega valor a
biomassa abrindo uma gama de possibilidades e aplicagGes tecnoldgicas.
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Lignocelulases de basidiomicetos cultivados
em biomassas vegetais residuais da
agroindustria do dendé
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Resumo

Os fungos de podriddo-branca produzem enzimas extracelulares capazes de
modificar os componentes de celulose, hemicelulose e lignina da parede celular
vegetal. Foi avaliada a capacidade de produgdo de enzimas lignoceluloliticas
(lignocelulases) por basidiomicetos, também conhecidos como fungos de
podriddo-branca ou do inglés white-rot fungi (WRF), quando cultivados em
fermentagdo estado sdlido (FES) em formulagBes contendo trés residuos
lignoceluldsicos da agroindustria do dendé. Foram avaliadas 60 cepas de
basidiomicetos quanto a taxa de crescimento micelial (mm.dia'l) e densidade
micelial em agar contendo os residuos lignoceluldsicos. Os macrofungos Lepiota
fuscipes CC402, Trametes versicolor CC124, Panus lecontei CC40, Ganoderma
lipsiense CC36 e Oudemansiella canarii CC37 tiveram as melhores taxas de
crescimento. Esses WRFs foram cultivados em FES em frascos (tipo erlenmeyer)
contendo 30 g (massa seca) de biomassas lignoceluldsicas de dendé em trés
formulagdes diferentes: F1) cacho vazio 100% (CV100); F2) fibra de prensagem
100% (FP100); e F3) mistura de cacho, fibra e borra do decantador
(CV60:FP30:BD10). Os extratos enzimaticos, obtidos a partir da FES, foram
avaliados quanto as atividades celuloliticas, hemiceluloliticas, lignoliticas,
lipoliticas e proteoliticas. Os extratos obtidos do cultivo dos WRFs apresentaram
maiores atividades para proteases e enzimas oxidativas, tais como peroxidases
totais, lacases e manganés peroxidases, do que celulases e hemicelulases, nos trés
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tipos de formulagdes de substratos, com melhor desempenho da formulagao
mista (F3). Os extratos brutos flingicos, pela presenga de enzimas lignoliticas e
peroxidases que tém atuacgdo na deslignificagdo e complexos fendlicos, podem ser
empregados na formulagdo de coquetéis enzimaticos (enzyme blend) para
desconstrugcdo de biomassa vegetal.

Introducao

O dleo de palma ou dleo de dendé (Brasil) é o dleo vegetal mais produzido no
mundo, sendo utilizado para obtencdo de biodiesel, cosméticos e na industria de
alimentos. A cultura agronémica dessa palmeira tem alta produtividade (4 a 5,5
toneladas de dleo por hectare por ano), com menor custo de produgdo em
comparagdo com outros éleos vegetais. Durante o processo agroindustrial, apenas
10% de todo cacho com as sementes sdo convertidos em dleo, gerando assim um
volume significativo de residuos lignoceluldsicos. Esses residuos podem ser utilizados
na obten¢do de produtos de valor agregado, tais como biocombustiveis (etanol
celuldsico), quimicos (monossacarideos, acidos organicos, compostos bioativos), ragdo
animal ou enzimas lignoceluloliticas, por exemplo.

Os white-rot fungi (WRFs) sdo reconhecidos pela capacidade de degradar os
componentes da parede celular vegetal, principalmente a lignina, por meio da
atuagdo de enzimas como lacases, manganés peroxidases e lignina peroxidases. O uso
desses macrofungos em processos de pré-tratamento ou na produgdo dessas enzimas
pode servir para deixar a celulose mais acessivel as celulases e, assim, obter maiores
rendimentos de glicose na hidrdlise enzimatica de biomassa vegetal.

O objetivo deste trabalho foi utilizar os residuos lignoceluldsicos da agroindustria
do dleo de palma (cacho vazio, fibra de prensagem e borra do 6leo de dendé gerada
no decantador, aqui chamada de borra do decantador) como substrato para o
crescimento de macrofungos (WRFs) e produgdo de lignocelulases.

Materiais e métodos

Microrganismos

Os macrofungos utilizados neste trabalho pertencem as colegbes de
microrganismos da Embrapa Agroenergia, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia e Embrapa Florestas. A manutengdo e preservagao das cepas foi
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feita por repicagens regulares em meio BDA (Batata dextrose agar) em placas
Petri e incubadas a 28 °C. Placas totalmente colonizadas foram armazenadas em
camara fria (4 °C).

Capacidade de crescimento micelial dos macrofungos

Foram avaliados 60 macrofungos quanto a capacidade de crescimento em
meios a base de biomassa de dendé. Cada macrofungo foi avaliado
individualmente em &agar contendo 10% (m/v) de cacho vazio (CV), fibra de
prensagem (FP) ou borra do decantador (BD) como Unico substrato. Os meios
foram esterilizados (121 °C, 30 minutos), por duas vezes (tindalizagdo), com
intervalo de 24 horas, antes de serem vertidos nas placas. As placas foram
inoculadas, no ponto central, com um disco de 5 mm de didmetro (massa
micelial). O crescimento micelial foi avaliado pela medi¢cdo do diametro micelial
nos tempos de 3, 5, 7 e 9 dias de cultivo a 28 °C (Figura 1). Também foram
registradas as caracteristicas morfolégicas quanto a densidade micelial

(qualitativamente).

Figura 1. Crescimento micelial de Panus lecomtei CCA0 nos trés substratos a base de dgar + biomassas
vegetais residuais da agroindustria de extragdo de dleo de dendé: Borra do decantador (A); Fibra de
prensagem (B); Cacho vazio (C).

Macrofungos: cultivos em fermentagdo em estado sélido (FES)

Em frascos de vidro, foram adicionados 30 g (massa seca) de residuos
lignoceluldsicos (biomassa residual da agroindustria do éleo de dendé) e 4gua
destilada para atingir ~65% de umidade. As formulagdes do meio de cultivo
foram: CV 100% (F1); FP 100% (F2); e, CV/FP/BD relagdo 6:3:1 (F3). Cada frasco foi
inoculado com cinco discos de 5 mm de massa micelial de cada macrofungo (cinco
macrofungos selecionados previamente) e transferidos para incubagdo a 28 °C
por 15 dias.



Processos Bioquimicos

Atividades enzimaticas

Em frascos Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 10 g do sdlido fermentado
(micélio crescido nas formulagdes de biomassas vegetais) e solugdo Triton X100
0,1%, em relagdo 1:5 (massa umida/volume). Os frascos foram submetidos a
agitagdo em shaker a 200 rpm, 5 °C por 40 minutos. O conteudo foi transferido
para tubos de 50 mL e centrifugados por 10 minutos, 10.000 rpm a 4 °C. O
sobrenadante, agora denominado extrato enzimatico, foi transferido para tubos
de 50 mL com 0,02% de azida sddica. Os extratos enzimaticos foram usados para
avaliacdo das atividades enzimaticas. As atividades de FPase (celulases totais),
endoglicanase, xilanase e poligalacturonase foram determinadas por acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) a 540 nm, usando-se como substratos papel filtro
Whatman®, carboximetilcelulose, xilana (beechwood) e acido poligalacturdnico,
respectivamente. A atividade beta-glicosidase foi determinada com base em
Ghose (1987) com celobiose como substrato. As atividades de lacase e
peroxidases totais foram determinadas pela oxida¢cdo de ABTS a 420 nm sem e
com presenga de H,0, (WOLFENDEN; WILSONS, 1982). A lignina peroxidase e as
peroxidases totais foram determinadas pela oxidagdo do dalcool veratrilico a 310
nm. A manganés peroxidase foi determinada pela oxidacdio de MnSO, em
presenca de H,0,. A atividade proteolitica foi determinada com azocaseina como
substrato. As lipases foram determinadas por titulagdo dos acidos graxos
liberados, usando como substrato éleo de oliva (DIAZ et al., 2006). As proteinas
soluveis totais foram quantificadas pela metodologia do acido bicinconinico
(BCA). Todas as atividades foram expressas em Unidades internacionais (Ul) por
mL em funcgdo da libera¢do dos produtos de cada reagdo.

Resultados e discussao

Crescimento micelial

Dentre os 60 basidiomicetos testados, 55 cresceram nos distintos meios de
cultura contendo agar e os residuos lignoceluldsicos como substrato. Os melhores
resultados quanto ao crescimento micelial foram observados para os
macrofungos L. fuscipes CC402 em BD, G. lipsiense CC36 em CV e T. versicolor
CC124 em FP com a medida de 8,4 mm.dia™. Com base em dados guantitativos
(crescimento) e qualitativos (densidade micelial), cinco cepas apresentaram
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melhores resultados (L. fuscipes CC402, T. versicolor CC124, G. lipsiense CC36, O.
canarii CC37 e P. lacomtei CC40) e foram selecionadas para cultivo em estado
sélido contendo como substrato apenas os residuos lignocelulésicos para entdo
determinar as atividades enzimaticas.

Atividades enzimaticas

Os cinco macrofungos mostraram atividade enzimaticas residuais para
celulases totais nas trés formulagdes e ndo houve diferencas significativas
(p<0.005), conforme apresentado nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Perfil enzimdtico de extrato obtido de cultivo de cinco basidiomicetos em
Fermentagdo Estado Sélido (FES) usando cacho vazio do dendé (F1) como substrato,
durante 15 dias, com incubac¢do a 28 °C e ~“65% de umidade. Os valores estdo apresentados
em U/mL para atividades enzimdaticas e em mg/mL para proteinas totais, seguido dos
valores do desvio padrao.

G. lipsiense  O. canarii  P. lacomtei T. versicolor L. fuscipes

Enzimas
CC36 CC37 CC40 CCi24 CC402

Celulases totais 0,09+0,03 0,03+0,00 0,03+0,00 0,05+001 0,05+0,03
Endoglicanase 0,04+0,02 0,04+0,01 0,03+0,02 0,08+0,02 0,04+0,03
B-glicosidase ND ND ND ND ND

Xilanase ND ND ND ND ND
Peroxidase totais ND 10,76 +2,40 12,5+0,00 20,83+0,00 26,04 +2,08
Lacase ND 9,37+2,75 4,16+0,00 31,25+0,00 12,5+0,00
Manganés Pox 0,40+0,09 O 28,46 £0,35 6,09+0,28 31,37+0,33
Lignina Pox ND ND ND ND ND
Oxidases (AV) ND ND ND ND ND
Protease 32,06+1,14 33,39+0,76 44,99+4,26 6,94+0,96 3,54+1,96
Lipase ND ND ND ND ND
Poligalacturonase ND ND ND ND ND

Proteina total (BCA) 3,05+0,03 2,8+0,03 3,72+0,07 2,83+0,05 3,10+0,03
ND: ndo detectada; Pox: peroxidase; BCA: 4cido bicinconinico; AV: alcool veratrilico.
As atividades celuloliticas foram baixas em comparacdao a literatura. Por

outro lado, é de interesse a busca de fungos com alta especificidade na
degradacdo oxidativa da parede celular.
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As atividades oxidativas relacionadas ao processo de deslignificagdo
mostraram atividades enzimaticas com diferengas significativas para alguns
enzimdticos dos
macrofungos P. lacomtei CC40, T. versicolor CC124 e L. fuscipes CC402
apresentaram as maiores atividades para as oxidases e peroxidases; T. versicolor
CC124 obteve a maior atividade para lacase (44,79 U/mL) e L. fuscipes CC402 para
manganés peroxidase (48,71 U/mL), ambas na formulacdo F3. O Ganoderma
lipsiense CC36 ndo apresentou atividade para

macrofungos nas diferentes formulagGes. Os extratos

lacase em nenhuma das
formulagdes. Atividades de beta-glicosidase, xilanase, lignina peroxidase, oxidases
alcool veratrilico, lipase e poligalacturonase ndo foram observadas em nenhum
dos macrofungos nas trés formulagées de meios (Tabelas 1 a 3).

Tabela 2. Perfil enzimatico de extrato obtido de cultivo de cinco basidiomicetos em
Fermentagdo Estado Sélido (FES) usando fibra de prensagem do dendé (F2) como
substrato, durante 15 dias, com incubagdo a 28 °C e ~65% de umidade. Os valores estdo
apresentados em U/mL para atividades enzimaticas e em mg/mL para proteinas totais,

seguido dos valores do desvio padrao.

Enzimas G. lipsiense  O. canarii  P. lacomtei  T. versicolor L. fuscipes
CC36 CC37 ccao CC124 CC402
Celulase total 0,07 +0,01 0,02 +0,01 0,03 +0,02 0,05 +0,02 0,05+0,01
Endoglicanase 0,08 + 0,03 0,04 +0,02 0,03+0,01 0,07 +0,01 0,05 + 0,00
B-glicosidase ND ND ND ND ND
Xilanase ND ND ND ND ND
Peroxidase totais ND ND 6,94 + 0,00 26,04 £ 2,08 6,25+ 0,00
Lacase ND 4,17 + 0,00 4,16 +0,00 31,25 +4,16 4,16 + 0,00
Manganés Pox 0,05+0,01 0 9,78 +0,29 6,09 +0,29 32,99 £ 0,56
Lignina Pox ND ND ND ND ND
Oxidases (AV) ND ND ND ND ND
Protease 40,95+ 1,89 31,03+0,93 42,98+3,09 29,36 £1,57 17,98 +1,63
Lipase ND ND ND ND ND
Poligalacturonase ND ND ND ND ND
Proteina total
(BCA) 1,48 £0,01 1,56 £ 0,05 1,82 +0,04 3,07+ 0,02 1,57 +£0,03

ND: ndo detectada; Pox: peroxidase; BCA: acido bicinconinico; AV: alcool veratrilico.

A degradacdo seletiva de lignina em funcdo de alta atividade lacase em T.

versicolor CC124 ja foi observada por Zhu et al. (2011), usando palha de milho
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como substrato. L. fuscipes CC402 ainda ndo foi reportado na literatura em
relacdo a pré-tratamentos de biomassas lignocelulésicas e atividades enzimaticas.

No presente trabalho, o extrato de L. fuscipes CC402 apresentou alta
atividade de peroxidases totais, lacases e proteases, indicando que esse fungo,
ainda pouco explorado, pode ser melhor estudado como fonte de enzimas
oxidativas. Os extratos dos cinco macrofungos, nas trés formulagdes de
substratos, apresentaram atividade proteolitica. Os maiores resultados foram
obtidos nos cultivos com formulagdo (F3), nos quais foram obtidos valores
préximos a 50 U/mL, com excec¢do do L. fuscipes CC402, que apresentou atividade
25 U/mL, mas superior as outras duas formulages.

Tabela 3. Perfil enzimatico de extrato obtido de cultivo de cinco basidiomicetos em
Fermentagdo Estado Sélido (FES) usando mistura de cacho vazio, fibra de prensagem e
borra do decantador do dendé em uma relagdo 6:3:1 (F3) como substrato, durante 15 dias,
com incubagdo a 28 °C e ¥65% de umidade. Os valores estdo apresentados em U/mL para
atividades enziméticas e em mg/mL para proteinas totais, seguido dos valores do desvio
padrdo.

Enzimas G. lipsiense  O. canarii  P.lacomtei  T. versicolor L. fuscipes
Z

CC36 C37 Ccc40 CCi124 CC402
Celulase total 0,04 +0,02 0,03+0,00 0,02+0,01 0,06 + 0,04 0,07 £0,01
Endoglicanase 0,06 +0,01 0,04+0,02 0,06+0,04 0,11+ 0,04 0,05+ 0,03
B-glicosidase ND ND ND ND ND
Xilanase ND ND ND ND ND
Peroxidase totais ~ ND 14,93+2,40 8,33+0,00 37,5+0,00 16,67 £ 0,00
Lacase ND 16,66 £2,16 8,33 £0,00 44,79 2,08 8,33+ 0,00
Manganés Pox 0,45+0,11 2,54 +0,24 41,05+0,43 8,05+ 0,50 48,71+0,43
Lignina Pox ND ND ND ND ND
Oxidases (AV) ND ND ND ND ND
Protease 51,32 5,22 50,67 +7,63 54,79+1,85 47,78 £5,53 25,51+7,13
Lipase ND ND ND ND ND
Poligalacturonase  ND ND ND ND ND
Proteina total
(BCA) 3,59 +0,27 3,73+0,29 4,06+0,11 3,78 £0,16 2,46 £0,12

ND: ndo detectada; Pox: peroxidase; BCA: acido bicinconinico; AV: alcool veratrilico.
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Conclusoes

Os basidiomicetos sdao macrofungos que podem ser explorados quanto ao
potencial de produgdo de algumas ligninases e proteases quando cultivados em
biomassas lignoceluldsicas da agroindustria do dendé como fonte nutritiva. Essas
enzimas podem ser utilizadas em coquetéis enzimaticos empregados na
desconstrugdo de biomassa vegetal para obtencdo de aglcares sollveis. Sdo
enzimas atuantes na degradagdo da lignina ou componentes fendlicos/perdxidos
de hidrogénio liberados nas etapas de pré-tratamento.
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Resumo

Os efluentes da obtengdo do éleo de palma (Pome), quando descartados de
forma inadequada, tornam-se um problema ambiental e econdmico uma vez que
serd necessario dispor de recursos financeiros para remediar os danos gerados
por esse descarte. Por ser rico em matéria organica, esse residuo pode ser
reutilizado para a produgdao de compostos quimicos, agregando valor a cadeia
produtiva do 6leo de palma. Nesse contexto, esse trabalho visa avaliar o potencial
de aplicagdo do Pome na producgdo de biogas.

Introdugao

O dendezeiro (palma de 6leo) é uma planta originaria da Africa, onde se
concentra quase 90% de sua produgao mundial. Foi trazida para o Brasil pelos
escravos e se adaptou muito bem ao clima tropical e umido das regides Norte e
Nordeste. O Pard é o estado com a maior produgdo de dleo oriundo dessa
palmacea, representando mais de 90% da produgdo nacional(ALVES, 2011).

O Pome, sigla para palm oil mil efluente (efluente da extragdo do dleo de
palma) é um residuo liquido abundante da extragdo de éleo. Seu volume é cerca
de cinco vezes maior que a quantidade de 6leo extraido, pois, na extracdo de
6leos, cada tonelada de dendezeiros gera cerca de uma tonelada de efluentes
(NUNEZ CAMARGO, 2012).

O Pome tem aproximadamente 95% de agua, 0,6% de dleo e 4,5% de sdlidos
totais, que sdo principalmente fragmentos da palma. Geralmente, possui pH entre
3,4 e 5,2. Quando descartado diretamente nos rios pode causar um processo de
eutrofizacdo, que é o excesso de nutrientes na dgua, provocando um aumento
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excessivo de algas e consequentemente um grande prejuizo ambiental
(NABARLATZ et al., 2013).

Em suma, o maior problema nas agroindustrias de dendezeiros no Brasil é
em relagdo a 4gua, e as industrias argumentam que os sistemas de tratamento
dos efluentes sdo de alto custo, o que as levam a armazenar os efluentes em
grandes tanques para posterior utilizagdo nos plantios. Além disso, ha uma série
de pardmetros exigidos pela legislacdo Conama 357/2005 para o descarte de
efluentes industriais em corpos hidricos como, por exemplo: temperatura, DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio), DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio),
alcalinidade total, pH e 4cidos volateis (NABARLATZ et al., 2013).

Tipicamente, o biogds possui a seguinte composi¢cdo: 60% de metano, 35%
de dioxido de carbono e 5% de uma mistura de oxigénio, aminas, nitrogénio,
hidrogénio e mondxido de carbono. Contudo, dependendo do processo e o
material escolhido para a produgdao de biogds, a quantidade de metano pode
variar de 40% a 80% (PRADO et al., 2010).

O grande desafio hoje é que com o aumento na produc¢do e beneficiamento
da palma de dleo ocorrerd inevitavelmente um aumento na geragdao do Pome.
Diante disso, os pesquisadores tém o papel de encontrar rotas alternativas para o
uso dos residuos desse processo de forma a produzir materiais com maior valor
agregado, como, por exemplo, o biogas.

Materiais e métodos

Andlise de pH - foi utilizado pHmetro Methohm, modelo 827 pHLAB, em que
50 mL da amostra foi transferida para um béquer e depois introduzido o sensor
para a medicdo.

Teor de umidade e sélidos totais — aproximadamente 20 g de Pome foram
pesados e colocados em 3 placas de petri (previamente secas e pesadas). As
placas foram colocadas na estufa a 105 °C. Apds o tempo de evaporagdo (24 h), as
placas foram colocadas em dessecadores para esfriar e depois pesadas
novamente até peso constante.

Determinac¢ao de alcalinidade total — aproximadamente 200 mL de Pome
foram centrifugados em centrifuga de bancada. Depois, foram colocados 50 mL
do sobrenadante em 3 béqueres e colocados para agitacdo na placa de
aquecimento com agitacdo magnética. O eletrodo de pH foi colocado no béquer
e o pH inicial medido. O pH foi ajustado para 4,3 usando H,S0O, (H,SO, 0,02 N:
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13,4 mL de H,SO, 97,8% para cada 500 mL de agua destilada) e o volume
anotado. Depois o pH foi reduzido para 3,0. A solugdo resultante foi reservada
para a determinagdo de acidos volateis. Para a determinagdo em mg/L, é usada a
seguinte  férmula: Alcalinidade  total = (Viscido*M(molaridade  do
acido)*100.000)/Vamostra

Determinac¢do de acidos volateis — na solugdo reservada do experimento
anterior foram colocadas pérolas de vidro e levadas para aquecer em placa de
aquecimento com agitacdo magnética por 3 minutos depois da fervura. Apds o
resfriamento, o pH foi corrigido para 4,0 com a solugdo de NaOH (NaOH 0,5N: 10 g
de NaOH para cada 500 mL de 4gua destilada). Depois, abaixado para pH 7,0 e
anotado o volume. Para a determinagdo em mg/L, é usada a seguinte férmula:
Acidos Volateis = (Vpase *M(molaridade da base)*600.000%1,5)/V,mostra

Crescimento microbiano e andlise microscopica da microbiota — com o
objetivo de comparar o crescimento da microbiota do lodo, foram utilizados
outros quatro meios além do Pome: LB (agar Luria Bertani), BDA (agar batata
dextrose), YPG (dgar Yeast extract com peptona e glucose) e vinhaga. Para
crescimento microbiano, foi utilizado 1 mL de lodo (oriundo da lagoa de
estabilizacdo de uma empresa de beneficiamento de dendé) e colocado em 40 mL
meio. Os frascos utilizados foram armazenados em capela e depois de 10 dias a
microbiota presente foi analisada em microscdpio de luz.

Resultados e discussao

A literatura reporta que o pH 6timo para o crescimento das bactérias
responsaveis pela producdo de biogas fica entre 6,5 e 7,5. O pH da amostra obtida
foi de 4,7. Contudo, isso pode ser ajustado adicionando tampao ao meio. O teor
de umidade foi de 86% e os sdlidos totais de 14%.

A alcalinidade total estd correlacionada a concentracdo de substancias
contidas na 4dgua que tém a competéncia de neutralizar 4cidos, ou seja, de atuar
como tampdo. Para que o meio seja tamponado devidamente, a alcalinidade total
deve estar entre 2.500 mg/L e 5.000 mg/L. A média do volume foi de 0,73 e a
alcalinidade medida foi de 29,2 mg/L, por meio do emprego da Equacdo 1.

Alcalinidade total = (Vscigo*M*100.000)/Vamostra (Equagdo 1)



Processos Bioquimicos

Os 4cidos volateis do Pome na concentragdo de 50.400 mg/L, conforme
Equagdo 2, torna-se toxica para as bactérias metanogénicas (responsaveis pela
producdo de metano), ja que estdo em sua forma ndo ionizavel e causam a
inibigdo da atividade. Uma solugdo para tal problema é o ajuste do pH para uma
faixa entre 6,7 e 8,0, pois nessa faixa cerca de 90% dos acido volateis estdo em
sua forma ionizada, portanto ndo toxica.

Acidos Volateis = (V5 *M*600.000%1,5)/Vamostra (Equagdo 2)

Diante dos inibidores apresentados anteriormente, o pH dos meios foram
ajustados para aproximadamente 6,7 com o objetivo de minimizar os inibidores e
observar as bactérias responsdveis pelo processo de produgdo de biogas. Os
meios LB, BDA e YPG foram escolhidos por serem meios comerciais e mais usuais
para manutengdo e cultivo de microrganismos cultivaveis. A vinhaga, por sua vez,
foi escolhida por também ser um efluente agroindustrial. Os frascos foram
abertos todos os dias para a liberagdo do gas produzido, evitando assim o
aumento da pressdo dentro dos frascos.

Na Figura 1 sdo apresentadas andlises de microscopia éptica (campo claro)
do lodo, em que é possivel observar microrganismos com morfologia
caracteristica de cocos, estreptococos, leveduras e microalgas. Tal variedade pode
ser explicada pelo fato de o lodo ser oriundo de uma lagoa de estabilizagdo.

Figura 1. Analises de microscopia dptica (campo claro) do lodo da lagoa de estabilizagao.

Na Figura 2 sdo mostrados os frascos com a solu¢do Pome/lodo (40:1) e suas
andlises de microscopia éptica (campo claro), depois de 10 dias, em que é possivel
observar uma maior quantidade de microrganismos com morfologias
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caracteristicas de bactérias cocos (em maior concentragdo) e estreptococos. Essas
bactérias, em ambiente anaerdbico (auséncias de oxigénio) sdo responsaveis pela
producgdo de biogas. A auséncia de microalgas e leveduras pode ser explicada pela
alta turbidez do Pome, o que causa a dificuldade de entrada de luz e a diminuigdo
da quantidade de oxigénio no meio.

Figura 2. Frascos contendo Pome e lodo da lagoa de estabilizagdo analisados por microscopia dptica

(campo claro).

Nas Figuras 3 e 4, estdo os frascos com as solugbes de vinhaca/lodo (40:1) e
meio YPG/lodo (40:1), respectivamente, bem como suas analises de microscopia
Optica (campo claro), depois de 10 dias, em que apresentam uma grande
concentracdo de microrganismos com morfologia de leveduras e microalgas. No
caso da vinhacga, esse crescimento pode ser explicado pelo fato de o meio ser
favordvel ao crescimento, sendo inclusive usado para o cultivo de microalgas
(ORTENZIO et al., 2015). O meio YPG é usado no cultivo de leveduras e isso pode
ser observado na microscopia. No caso das leveduras, o crescimento em ambos os
meios pode ser explicado pela alta concentragao de agucares.

¥

Figura 3. Frascos contendo vinhaga e lodo da lagoa de estabilizagdo e suas microscopias.

Nas Figuras 5 e 6, sdo mostrados os frascos com as solu¢Ges de meios
LB/lodo (40:1) e BDA/lodo (40:1) e suas respectivas microscopias depois de 10
dias. Os dois meios sdo usados para crescimento de bactérias. Ambas as
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microscopias sdao similares, pois apresentam uma grande concentragao de
bactérias com morfologias de cocos e estreptococos, dentre esses uma maior

concentragdo de estreptococos.
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Figura 6. Frascos contendo meio BDA e lodo da lagoa de estabilizagdo e suas microscopias.

O conjunto de resultados apresentados indica que a microbiota original do
lodo é bem rica. Para o isolamento e selecdo de bactérias, microrganismos
responsaveis pela producdo de biogds, é aconselhavel o uso dos meios LB, BDA e

Pome.
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Conclusao

A microbiota responsavel pela produgdo de biogas é influenciada e
equilibrada diretamente pelo pH, alcalinidade e acidez. De acordo com as analises
iniciais do Pome, é possivel inferir que esse efluente in natura ndo é adequado
para o crescimento da microbiota, contudo, apds o ajuste de pH, foi observado o
crescimento de microrganismos e isso é importante para criar condigOes
favoraveis para desenvolvimento e conservagdo da microbiota no reator
anaerdbio para uma maior produgdo de biogas. Podemos também concluir que o
Pome, com os devidos ajustes, € um meio favoravel para crescimento de bactérias

e, no caso de isolamento e selegdo, os meios mais indicados sdo o LB e o BDA.
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Resumo

Com o crescente aumento mundial na producdo de biodiesel, inclusive no
Brasil, existe uma grande oportunidade em agregar valor ao coproduto gerado, a
glicerina. Neste trabalho, trés glicerinas de diferentes origens (padrdo comercial,
brutas de 6leo de palma e de soja) foram utilizadas como unica fonte de carbono,
para avaliagdo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de 96
linhagens de fungos endofiticos, previamente isolados de cana-de-aglcar. A
glicerina de dleo de palma foi produzida neste trabalho como coproduto da
producdo de biodiesel por transesterificacdo com metanol. Todas as linhagens
avaliadas foram identificadas taxonomicamente por técnicas moleculares. As 96
linhagens foram incubadas em YNB acrescido das glicerinas, por 7 dias a 28 °C. A
medigdo do diametro das col6nias foi realizada apds 32, 52 e 72 dias, com o auxilio
de um paquimetro digital. As faixas de valores de IVCM (mm/dia) para as
glicerinas de palma, soja e comercial foram 0,49-18,97; 2,02-20,79; 2,68-18,50,
respectivamente. Dentre as 96 linhagens, somente 13 ndo cresceram em meio
contendo glicerina de palma. Para a glicerina comercial e de soja, houve
crescimento de todas as linhagens. Com base nos valores de IVCM e na
identificagdo taxondémica, 20 delas foram selecionadas para testes futuros de
bioconversdo visando avaliar a sintese de quimicos utilizando-se glicerina bruta.
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Introdugao

Com o aumento mundial da produc¢do de biodiesel, um excedente cada
vez maior de glicerina estd sendo gerado, surgindo a necessidade de novas
aplicagdes para esse coproduto. A glicerina tem sido avaliada como fonte de
carbono na produgdo de compostos quimicos de interesse comercial, utilizando-
se diferentes microrganismos. Em estudo recente, realizado na Embrapa
Agroenergia, a bioconversdo de glicerina bruta metilica de soja possibilitou a
produgdo de polidis manitol e arabitol, usando o fungo filamentoso Paecilomyces
variotti CCFF/I0C 4627 (FONTES et al., 2016).

Apesar de o dleo de soja ser a matéria-prima mais utilizada para a produgao
de biodiesel no Brasil, ha outras oleaginosas que apresentam caracteristicas
vantajosas.

Segundo Issariyakul e Dalai (2014), o 6leo de palma é uma fonte promissora
para a produgado de biodiesel por apresentar maior producdo de dleo por area, se
comparado a outros éleos, o que possibilita menor preco final dessa matéria-
prima.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de crescimento de 96
linhagens de fungos filamentosos empregando trés diferentes glicerinas
(comercial, brutas de soja e de palma). A utilizacdo da glicerina de palma, visa a
avaliagdo futura dessa matéria-prima para producdo de quimicos por
bioconversao.

Material e métodos

Glicerinas

A glicerina bruta metilica de palma foi produzida na planta piloto da Embrapa
Agroenergia, Brasilia, DF. A glicerina bruta metilica de soja foi gentilmente cedida
pela indlstria Cesbra Quimica S.A. (Volta Redonda, RJ). A glicerina padrdo
comercial (PA) foi adquirida comercialmente. As glicerinas de soja e PA possuem
pureza de 52% e 99,5%, em termos de glicerol, respectivamente.

Producao de biodiesel e glicerina de 6leo de palma

A reagdo de esterificagdao do dleo de palma com H,SO, 1% foi realizada em
reator Parr de 19 L de capacidade total, a 60 °C por 1 hora, com agitagdo continua
de 120 rpm. Apds lavagem e secagem, a fase mais densa foi transferida para o
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tanque de reagdo, e adicionou-se o metanol (5,590 L) e o catalisador (1% da
massa do 6leo, 640 mL de Na(CH;0), equivalente a 190 g de NaOH). A reagdo de
transesterificacdo ocorreu por 1 hora a 60 °C. As duas fases formadas (glicerina e
biodiesel) foram separadas nesse tanque. O metanol foi removido da glicerina,
sob pressao reduzida.

Analise da quantifica¢do da glicerina de palma por HPLC

A pureza da glicerina de palma foi determinada, em duplicata, por HPLC
utilizando detector RID, coluna Aminex HPX-87H e solugao de H,SO, 5 mM como
fase movel.

Manutencao e reativagao dos microrganismos

Fungos filamentosos endofiticos associados a cana-de-agucar, isolados de
folhas e raizes, preservados na “Colecdo de Microrganismos e Microalgas
Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias”, da Embrapa Agroenergia, foram
avaliados neste estudo. As referidas linhagens foram utilizadas por terem
apresentado em trabalhos anteriores capacidade de crescer em meio de cultura
contendo 18% de glicerol (dados ndo mostrados). Os fungos filamentosos foram
cultivados em meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar) e crescidos em estufa a
28 °C, por 5 dias.

Identificagdao taxonomica dos fungos filamentosos

Os fungos foram cultivados em meio de cultura comercial PDB (Potato
Dextrose Broth), por 5 dias a 28 °C. O micélio foi coletado, lavado e macerado
com nitrogénio liquido. A extracdo de DNA genbmico foi realizada utilizando
Wizard Genomic DNA Purification Kit. O DNA extraido foi utilizado como molde
em reagd0es de PCR para amplificacdo da regido ITS1-5.85-ITS2 do DNA
ribossOmico, a qual contém aproximadamente 600 pares de bases. Apds
purificacdo e quantificagdo dos produtos de PCR, estes foram sequenciados por
empresa terceirizada. As sequéncias foram analisadas com auxilio do software
CodonCode Aligner (http://www.codoncode.com/), para obtencdo da sequéncia
consenso. As sequéncias foram analisadas com o auxilio da ferramenta Blast em
bases de dados curadas de fungos filamentosos: MycoBank
(http://www.mycobank.org/), Ribosomal Database Project
(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp), Aftol (http://www.aftol.org), TrichOKEY
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(http://isth.info/tools/molkey/index.php) e também na base ndo curada do
GenBank (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi).

Crescimento dos fungos filamentosos em meio de cultivo contendo
glicerinas de diferentes origens

As 96 linhagens reativadas foram inoculadas em meio estéril contendo Yeast
Nitrogen Base (YNB) 6,7 g/L, agar 15 g/L, e glicerinas (4 %, v/v) de palma, soja e
comercial, separadamente, como Unica fonte de carbono. Todas as linhagens
foram inoculadas com um disco contendo o microrganismo, nos trés meios de
cultura, e crescidas a 28 °C, em triplicata. O crescimento das linhagens foi medido
no 392, 52 e 72 dias de incubagdo, pela medida do diametro das col6nias dos
fungos, utilizando um paquimetro digital. O calculo do indice da Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM) foi obtido pelo 5 [(didmetro da col6nia no dia atual -
didmetro da colénia no dia anterior)/(dias de incubac&o)].

Resultados e discussao

A producdo de glicerina bruta de dleo de palma foi de 3,4 kg (contendo
metanol) e 16,4 kg de biodiesel. Assim o rendimento biodiesel/dleo foi de 91%.
Apdés a remogdo do metanol (¥1 L), o rendimento da glicerina foi de
aproximadamente 70,6%. Em seguida, a glicerina bruta de palma foi quantificada
por HPLC e apresentou pureza de 51,7% de glicerol. Além do metanol, a glicerina
bruta contém outras impurezas. Segundo Hajek e Skopal (2010), essas impurezas
sdo essencialmente constituidas por sais (organicos e inorganicos), dgua, sabdo e
pigmentos provenientes de vegetais.

Dentre as 96 linhagens de fungos filamentosos analisadas, somente 13 ndo
cresceram em meio adicionado de glicerina de palma. Nos meios contendo
glicerinas de soja e comercial (PA), todas as linhagens cresceram. As faixas de
valores de IVCM (mm/dia) em meio contendo a glicerina de palma, soja e
comercial foram de 0,49-18,97; 2,02-20,79; 2,68-18,50, respectivamente (Figura
1). As linhagens AR273, 109, e 174 cresceram por toda a placa em meio com
glicerina padrdo (dados ndao apresentados). Até o momento, ndo se encontrou
uma justificativa para esse crescimento tdo mais expressivo em glicerina padrao.
A presenca de metanol nas glicerinas brutas ndo pode ser a justificativa, pois as
trés linhagens foram as que mais cresceram em glicerina bruta de soja que tem

(%]
()
—
o
-
=]
[}
(a]




Processos Bioquimicos 149

mais metanol (19,3%) do que a glicerina bruta de palma (6,14%), na qual as
linhagens AR273 e 109 ndo apresentaram crescimento (Figura 1).

Em virtude da falta de dados sobre uma correlagdo entre o valor de IVCM e a
produgdo dos quimicos (identificagdo e quantificagdo), optou-se por selecionar
fungos com valores de IVCM em diferentes faixas: alto, médio e baixo (Tabela 1),
independentemente do tipo de glicerina utilizada.

Vale ressaltar que, para selegdo das linhagens, além dos valores de IVCM
obtidos em glicerina padrao, soja e palma, também foi utilizado como critério de
selecdo o conhecimento do género ou da espécie dos fungos, na tentativa de se

escolher linhagens taxonomicamente diversas.
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Figura 1. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) obtido para cada uma das linhagens, nas
diferentes glicerinas, em ordem decrescente. O valor de IVCM é a média de triplicatas.
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Tabela 1. Valores de IVCM obtidos por linhagens flingicas quando cultivadas em meios de
cultura contendo agar e os trés tipos de glicerinas.
. L » IVCM (mm/dia)
Identificagdo** Cddigo da colegao Palma Soja PA
Fusarium sp. 118 18,9 13,7 14,8
Trichoderma harzianum 109 0 15,42 ND*
Trichoderma koningiopsis AR273 0 20,79 ND*
Trichoderma harzianum 174 4,31 13,87 ND*
Aspergillus terreus AR136-A 9,59 6,15 10,54
Aspergillus terreus 125 6,39 4,2 5,83
Bipolaris sorokiniana 156 4,96 4,73 6,68
Bipolaris sorokiniana 165 2,29 5,84 14,29
Beauveria bassiana AR240 9,3 7,56 9,65
Nao identificado AR5 5,58 5,96 5,64
Peniophora versiformis 51 5,37 5,55 7,00
Trametes sanguinea AR287 4,25 4,54 5,15 "
Penicillium spinulosum 151 0 4,18 8,5 o
Penicillium funiculosum 17 1,13 5,14 9,41 S
Phoma sp. 172 2,06 855 13,06 3
Phomopsis sp. 120 0,49 11,19 13,91 =
Fusarium sp. AR176 11,08 6,74 9,46
Fusarium sp. 56 9,42 6,67 7,82
Fusarium sp. 115 10,61 10,95 15,36
Fusarium fujikuroi 160 6,57 7,32 12,81
N3do identificado AR12 10,71 6,32 17,61

*ND: ndo determinado. O fungo cresceu por toda a placa de Petri.
**|dentificacdo baseada em analise da regido ITS1-5.85-ITS2 do DNA ribossémico.

Conclusoes

A maioria das linhagens avaliadas apresentou crescimento nos trés
diferentes tipos de glicerina, inclusive a de palma, produzida neste trabalho.
Dentre as 96 linhagens estudadas, somente 13 ndo cresceram em glicerina de
palma dendé. O potencial de utilizagdo das glicerinas brutas de palma e soja, em
detrimento a glicerina comercial mostram a possibilidade de aproveitar essas
matérias-primas brutas para crescimento de fungos filamentosos e possivel
aplicacdo na produg¢do de compostos quimicos de interesse comercial, como, por
exemplo, polidis.
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Obtencao de compostos quimicos de valor
agregado pela bioconversao de glicerina
bruta por bactéria

Carlos Oliveira de Jesusl, Jamille Ribeiro Coelho de Limaz, Mbnica Caramez
Triches Damaso3, Thais Fabiana Chan Salum4, Thdlyta Fraga Pacheco5, Silvia
Belém Gonga/ves6

Resumo

A transesterificacdo é o processo mais utilizado para a producdo industrial de
biodiesel. Como resultado dessa reagdo, obtém-se uma fase glicerinosa, que por
ser impura possui baixo valor de mercado, porém sendo rica em carbono, surge
como uma alternativa para a obten¢do de compostos de maior valor agregado por
meio da bioconversdo por microrganismos. Este trabalho teve como objetivo
analisar os biocompostos produzidos pela bactéria 7GBP por bioconversdo de
glicerina bruta na concentragdo inicial de glicerol de 40 g/L, em processo de
batelada, a 30 °C e 180 rpm. Verificou-se que dentre os sistemas de producdo
avaliados, o processo em microaerobiose foi o mais promissor, com obtengdo de
5,5 g/L de composto quimico.

Introdugao

Consequéncias ambientais negativas relacionadas a queima de combustiveis
fosseis e as preocupacdes sobre o aumento da demanda energética mundial tém
estimulado a procura de combustiveis obtidos a partir de fontes renovaveis.

A produgdo de biodiesel a partir de 6leos e gorduras gera grande quantidade
de glicerina bruta, também denominada glicerina “loira”. Uma op¢do para o
aproveitamento da glicerina loira é o refino visando a obtenc¢do da glicerina pura
que é destinada para varios ramos da industria, como os de cosméticos e
farmacos. Ocorre que, em virtude do aumento da producdo de biodiesel e o
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desaquecimento do mercado mundial, ha sobra de glicerina loira que vem sendo
aproveitada em unidades de incineragdo, em fornos e em outros processos
térmicos (WOJTUSKI et al., 2015).

Os processos convencionais atualmente aplicados em escala industrial no
Brasil produzem, aproximadamente, 1 tonelada de glicerina loira para cada 10
toneladas de biodiesel. De acordo com a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP), somente no ano de 2015 foram produzidas
346.839 m® de glicerina em todo Brasil (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS
NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2015).

As questdes econdmicas e ambientais relacionadas a glicerina motivam a
realizagao deste trabalho, que tem como objetivo a produ¢do de biocompostos
por fermentacdo submersa, a partir de glicerina bruta, utilizando linhagem de
bactéria selvagem.

Materiais e Métodos

Isolamento de Microrganismos

A bactéria utilizada neste estudo foi isolada a partir da selecdo de
microrganismos com capacidade para metabolizar glicerina padrdao comercial e
bruta de soja. O experimento de isolamento consistiu em derramar 50 mL de
amostras de glicerina padrdo e bruta de soja (Cesbra) (52% de pureza) em solo
pertencente a duas partes distintas da Fazenda Sucupira-Embrapa, Brasilia, DF,
sendo elas: Plantacdo de Amaranthus ssp. (Caruru) (S: 152 54’46.3” W: 0489
02’2.1”) e Barragem (S: 152 55’ 03.8” W: 0482 01’ 19.7”). Em cada localidade, o
ponto de derrame de cada glicerina separou-se por aproximadamente 1 m. Os
solos contaminados foram coletados apds 2 meses, recebendo as seguintes
nomenclaturas: Glicerina Padrdo Barragem (GPB), Glicerina Padrdo Plantagdo
(GPP), Glicerina Bruta Plantagdo (GBP) e Glicerina Bruta Barragem (GBB). O local
onde se realizou o experimento ficou isolado e ndo se levou em conta as
condi¢Ges ambientais.

Para realizar a triagem, utilizaram-se meios de cultivo TSB (Tryptic soy broth),
contendo glicerina bruta como Unica fonte de carbono.

Os microrganismos selecionados foram inseridos na cole¢do de trabalho de
microrganismos e algas da Embrapa Agroenergia, para posterior uso em
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experimentos de bioconversdo de glicerina bruta em compostos quimicos de
interesse comercial.

Selegao de microrganismos isolados capazes de sintetizar
biocompostos utilizando glicerina bruta de soja como fonte de
carbono

Ao todo, 13 bactérias isoladas de solos contaminados com glicerina padrao e
bruta da Fazenda Sucupira foram selecionadas em virtude do crescimento
microbiano em glicerina bruta de soja e padrdo comercial (P.A.), visando a sintese
de quimicos de valor agregado.

Para a fase de crescimento das bactérias, foi utilizado o mesmo meio da fase
de bioconversdo (meio de cultura M9), contendo concentragdo de 4% de glicerina
bruta. Foram dispersos 800 pL de meio de cultivo em cada poco de duas
microplacas de 96 pogos de 1,1 mL de volume e 10 uL de cada amostra foram
inoculados em pogos distintos de cada placa, em duplicata. As microplacas
contendo as bactérias em meio de cultivo M9 foram incubadas em shaker a 28 °C,
200 rpm, por 24 horas.

Apds o crescimento, os microrganismos foram inoculados novamente em
microplacas nas mesmas condic¢des descritas acima, por periodo de 48 horas, para
a fase de bioconversdo. Apds centrifugacdo das placas a 14.000 rpm por 15
minutos, os sobrenadantes foram separados para quantificagdo de biocompostos
de valor agregado por método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent,
1260 infinity), e a bactéria mais promissora na produg¢do de biocompostos foi
utilizada nas fases seguintes do trabalho.

Condig¢oes de cultivo para bioconversao de glicerina bruta de soja
por bactéria selecionada

A bactéria selecionada 7GBP ainda ndo foi identificada e encontra-se
estocada em método de criopreservagao.

O pré-inéculo foi produzido a partir da cultura estoque de 7GBP, onde foi
utilizado meio de cultivo M9 acrescido de 40 g/L de glicerina bruta. O pH do meio
foi mantido em 7,1; esterilizado a 121 °C por 15 minutos. A biomassa transferida
com auxilio de uma alga de platina calibrada em 10 pL, 0,5 mm x 50 mm (CIAL) de
diametro para frascos conicos de 250 ml de volume util, contendo 50 ml do meio
M9 acrescido de 40 g/L de glicerina bruta. O sistema foi mantido em agitador
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orbital a 180 rpm, 30 °C por 10 horas. As células bacterianas foram centrifugadas
por 10 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante, descartado. Foi inoculado 1% da
biomassa em relagdo ao substrato inicial na fase de bioconversdo (em triplicata),
em diferentes frascos com objetivo de analisar a influéncia da aeragdo na sintese
de biocompostos. O primeiro frasco tipo erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL
do meio M9 acrescido de 40 g/L de glicerina bruta e o segundo frasco, tipo
penicilina de 60 mL contendo 50 mL de meio de cultura M9 suplementado com 40
g/L de glicerina bruta devidamente vedados e conectados por meio de seringas
plasticas graduadas de 20 mL acopladas com agulhas interligadas ao meio de
fermentagao.

Os sistemas foram novamente mantidos em agitador orbital a 180 rpm, 30 °C
por 90 horas. Foram retirados 500 uL de amostra até 48 horas para quantificagdo
de biocompostos.

Determinacao da concentragao de glicerina residual e de
compostos quimicos produzidos

Os compostos quimicos presentes no sobrenadante das amostras foi
quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC (Agilent, 1260
infinity) equipado com coluna Aminex HPX- 87H de 300 mm x 7,8 mm e pré-
coluna de 30 mm x 4,6 mm marca Bio-Rad, fase mével 0,005 mol/L H,SO,, pressio
de 0,6 mL/ min e temperatura da coluna de 40 °C. Os padrdes utilizados seguiram
concentracdo de aproximadamente 5 g/L para os compostos quimicos, glicerina
padrdo PA, acido latico, 1,3 propanodiol e 2,4 de butanodiol, diluidos em 50 mL
de dgua mili-Q.

Resultados e discussao

A partir do isolamento de bactérias de solo contaminado com glicerina
padrdo comercial e bruta de soja, as bactérias morfologicamente distintas e
capazes de metabolizar o substrato foram selecionadas para processo de
bioconversdo do substrato em biocompostos de valor agregado. Todas as
linhagens consumiram mais de 77,5% do glicerol inicial (Figura 1). Para 4GPB,
3GBB, 4GBB e 7GBP, o consumo foi de mais de 90%. A bactéria 7GBP foi
selecionada para a continuidade do trabalho, visto que consumiu quase todo o
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glicerol e teve maior sintese dos compostos quimicos, como didis (7,6 g/ L), em 48
horas de processo.
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Figura 1. Triagem de bactérias isoladas do solo de cerrado (decomposi¢do de glicerina) capazes de
produzir biocompostos a partir de meio de cultivo M9 suplementado com glicerina bruta.

Embora a bactéria 7GBP tenha sido selecionada, ocorre a formacdo de
flocos quando ela é cultivada tanto no sistema em microaerobiose quanto em
aerobiose, tornando dificil uma quantificacdo precisa da biomassa microbiana
utilizando espectrofotometria. Essa caracteristica aparenta ser inerente a
fisiologia do microrganismo, uma vez que apresentou a mesma caracteristica de
floculagdo em meio minimo suplementado com glicerina padrao (Figura 2).

A bactéria 7GBP foi capaz de sintetizar um biocomposto, que foi identificado
por analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia como sendo 1,3
propanodiol. Porém, esse resultado ndo foi confirmado em testes adicionais
realizados em cromatografia liquida de ultra eficiéncia (ULPC) (dados ndo
apresentados). Portanto, ainda se faz necessaria a confirmacdo da natureza
desses biocompostos por meio de técnicas analiticas ainda mais especificas.

A relagdo entre o consumo da glicerina bruta e a formagdo do composto
quimico pela bactéria 7GBP cultivada nos sistemas em microaerobiose e aerados
estdo apresentados nas Figuras 3A e 3B, respectivamente.
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Figura 2. Floculagdo da
biomassa microbiana
(bactéria 7GBP) em condi¢do
de microaerobiose, onde (1)
branco (M9 + 4% glicerol
PA); (2) Biomassa de 7GBP
em M9 +4% de glicerol PA;
(3) Branco (M9 + 4% de
glicerina bruta); (4) Biomassa
7GBP em M9 + 4% de
glicerina bruta.

b@p %
MA + 1%

licedok i

Apesar de aparentemente o crescimento da bactéria 7GBP ter sido melhor
na condicdo aerada em virtude da quantidade de biomassa formada (analise
visual, biomassa ndo calculada em fungdo da floculagdo), a condi¢do em
microaerobiose se apresentou mais eficiente na produgdo do biocomposto
(Figura 3A). A sintese do biocompostos, supostamente um diol, foi crescente
entre os tempos de 22 e 90 horas de cultivo, com producio de 5,4 g/L e com
diminuicdo da concentragdo da glicerina bruta. Na condicdo aerada, ndo ocorreu
a formacdo do biocomposto nem o consumo de glicerina bruta de soja (Figura
3B). Metsoviti et al. (2012), utilizando sistema em microaerobiose e a mesma
concentracdo inicial de glicerina bruta com a bactéria Klebsiella oxytoca
obtiveram uma producdo de 9,1 g/ L de 1,3 propanodiol no periodo de 20 horas,
enquanto neste estudo a maior concentragdo do produto que se supde ser o
propanodiol foi de 5,5 g/L obtida em 90 horas. Vale ressaltar que essa etapa foi
realizada em escala diferente do processo de triagem (screening) de compostos
quimicos e, portanto, com base nesses dados, sabe-se que o microrganismo tem
potencial para uma maior producao.
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Conclusao

A bioconversao de glicerina bruta em produtos de valor agregado tais como
didis por acdo bacteriana, pode tornar a cadeia produtiva do biodiesel mais
economicamente competitiva, por meio do incremento de mais um ativo
econdmico. A bactéria 7 GBP foi capaz de sintetizar no sistema de cultivo com
baixa concentracdo de oxigénio um composto quimico que acredita-se ser diol
(1,3 propanodiol). Métodos analiticos mais especificos ainda precisam ser
utilizados para confirmagdo da natureza do composto. A linhagem 7GBP
apresenta potencial para geracdo desses biocompostos e a otimizacdo da
produgdo, incluindo a de condig¢des de cultivo, pode permitir o escalonamento do
processo.
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Reforma a vapor de biogds usando
catalisadores de 6xidos mistos Ni-Mg-Al
obtidos a partir de hidrotalcitas

Iténia Pinheiro Soares’, Felippe Heimer Correia® Isabela C. Curado’,
Emerson Leo Schultz’

Resumo

Um dos gases que tém mais influéncia no atual cendrio catastrofico referente
ao aquecimento global é o metano. Apds um periodo de 100 anos, uma
quantidade emitida de metano é até 25 vezes mais poluente do que a mesma
quantidade emitida de diéxido de carbono. Uma forma comum de emissdo de
metano é através do biogas, sendo necessdrio tratar este gas. A reforma a vapor
do metano é uma das possiveis formas de se adaptar um processo existente para
se utilizar o biogas. O processo consome o poluente metano e gera como
produtos o hidrogénio e o mondxido de carbono. O presente trabalho teve como
objetivo a avaliagdo do uso de catalisadores de 6xidos mistos Ni-Mg-Al com
diferentes teores de niquel na reforma a vapor de biogads. Os resultados
mostraram que a conversdo de metano ficou acima de 98% e a razdo H,/CO
variou entre 2,64 e 3,47.

Introdugao

A problemdtica do aquecimento global é considerada como um dos maiores
desafios a serem superados no século 21. Os niveis de emissdo de gases do efeito
estufa continuam crescendo ano apds ano e um dos maiores desafios
encontrados pelo mercado atual de energia é como se adaptar a uma crescente
demanda pelo corte dessas emissdes. E imperativo que as emissdes de metano
sejam reduzidas tendo em vista a previsdo de um cendrio catastréfico no futuro
caso nada seja feito. As atuais consequéncias geradas pela polui¢do do ar, que ja é
a causa de 6,5 milhGes de mortes prematuras no mundo, podem ser acentuadas

! Quimica, doutora em Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, itania.soares@embrapa.br

? Graduando em Engenharia de Energia, Universidade de Brasilia, felippe.heimer@gmail.com

® Engenheira de Energia, Universidade de Brasilia, isabelaccurado@gmail.com

4 Engenheiro quimico, doutor em Engenharia Quimica, pesquisador da Embrapa Agroenergia, emerson.schultz@embrapa.br

(%]
[©]
©
c
©
=]
©
©
o
O




162

Il Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

caso os niveis de emissdes de poluentes ndo sejam reduzidos (ESTADOS UNIDOS,
2016; INTERNATIONAL ENERGY AGENCY, 2016).

Uma das formas de emissdo de metano é uma mistura gasosa conhecida
como biogds, proveniente da decomposi¢do da matéria organica em condi¢Ges
anaerdbias. Os principais componentes do biogds sdo metano (CH,) e didxido de
carbono (CO,). O biogas é emitido em pantanos e aterros sanitarios, bem como
pode ser produzido em plantas de tratamento de esgotos, dejetos animais e
efluentes industriais em equipamentos conhecidos como biodigestores (ALVES et
al., 2013).

Dessa forma, o aproveitamento do biogas é um meio importante para
reduzir as emissGes de gases do efeito estufa. Apesar de poder ser empregado
diretamente para gerar energia, o biogas tem grande potencial para gerar
produtos de maior valor agregado, por processos de reforma, que dardo origem
ao gas de sintese (mistura de hidrogénio e monédxido de carbono). Os processos
sdo adaptados dos ja utilizados para a reforma do gas natural, ja que este é
composto principalmente de metano. O método que é amplamente
considerado como mais eficiente na reforma do gas natural emprega
temperaturas entre 800-1.000 °C e pressao entre 30-40 bar, e é denominado
de reforma a vapor. Essa reagdo é apresentada na equac¢do 1, e normalmente
é seguida pela reacdo de deslocamento, mostrada na equagao 2 (ALVES et al.,
2013; BEUERDEN, 2004).

CH, + H,0 ¢ CO + 3H, (AH2 =206 ki-mol™) eq.1
CO +H,0 ¢> CO, + H, (AH® =-41,2 kJ-mol™) eq. 2

O principal fator que pode viabilizar a utilizacdo do processo de reforma a
vapor em grande escala é a escolha do catalisador. Os catalisadores a base de
niquel sdo a alternativa mais utilizada atualmente na industria para realizagdo da
reforma a vapor. Para maximizar o desempenho desse catalisador, acredita-se
que seria ideal inserir um suporte ou alguma matriz em sua estrutura para
melhorar a dispersdo do niquel e diminuir a formacdo de carbono na sua
superficie.

A hidrotalcita ([MgsAl,(OH),c]CO5-4H,0) é uma argila aniénica formada por
laminas duplas de hidroxido de magnésio e aluminio, que pode ser usada como
catalisador, precursor ou suporte para o catalisador e ja foi testada com bons
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resultados na reacdo de reforma a vapor. Outros ions M podem ser
incorporados na estrutura da hidrotalcita desde que tenham raio i6nico similar ao
Mg2+, que é o caso do Ni**, para formar compostos tipo hidrotalcita. Apds a
calcinagdo desses compostos, 6xidos mistos sdo formados, os quais possuem alta
area superficial especifica e boa estabilidade térmica (VILLANUEVA, 2005).

Portanto, neste artigo pretende-se testar a efetividade da reforma a vapor
utilizando como catalisador uma mistura de 6xidos provenientes da hidrotalcita
composta com niquel em diferentes concentra¢gdes, visando encontrar a
concentracdo que apresenta melhores resultados experimentais e seja mais viavel
para uso em grande escala.

Materiais e métodos

Materiais utilizados

Nas reagbes foram utilizados: agua destilada, gases (hidrogénio, metano,
hélio, argonio e didxido de carbono) de pureza 99,99%, carbeto de silicio e éxidos
mistos Ni-Mg-Al (denominados 5% NiMO550, 10% NiMO550 e 15% NiMO550 —
Oxidos mistos com teores de niquel 5%, 10% e 15%, respectivamente).

Procedimento experimental para a reforma a vapor do biogas

O biogas foi simulado pela mistura dos gases metano e didxido de carbono.
Os catalisadores utilizados foram sintetizados segundo Villanueva (2005) e
calcinados a 550 °C. Os testes de reforma a vapor foram realizados em um reator
PID Eng&Tech conectado a um cromatdgrafo gasoso Shimadzu, GC-2014, com
detector de condutividade térmica e coluna Carboxen 1000 a uma temperatura
de 150 °C. Foram pesados 100 mg do catalisador e 100 mg de carbeto de silicio
(SiC), utilizado para homogeneizar a temperatura no leito catalitico, em balanca
analitica AB265-S/FACTDU, Metter Toledo. Em seguida, foram misturados e
depositados em um reator de leito fixo de Hastelloy, com uma camada de I3 de
quartzo colocada sobre um suporte de ago inox para evitar o arraste da mistura
de catalisador e SiC durante o experimento. A reacdo durou 360 minutos, tendo
sido realizada a uma temperatura de 750 °C e a pressao atmosférica. A analise foi
feita com injecGes periddicas (em intervalos de 30 minutos) de 1 uL do produto no
cromatdgrafo gasoso durante a reagao.
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Resultados e discussao

A conversdo do metano e do didxido de carbono foi calculada conforme as
equacdes 3 e 4:

(%CH4,in_ %CH4,out)
%CH4,,:n

Conversio CH, = X100 eqg.3

~ %C04 in— %CO
Conversio CO, = M x 100 eq.4
%CO3,in

em que: %CH,;, e %CO,;, é a concentragdo percentual do metano e do
diéxido de carbono no reagente e %CHy o, € %CO, 04t € @ concentragdo percentual
do metano e do diéxido de carbono no produto.

As seletividades dos produtos (H, e CO) foram calculadas de acordo com a
eq. 5.

% Produto (%H, ou %CO)
Y:Produtos(%H,+ %C0)

Seletividade Produto (H, ou CO) = X100 eqg.5

em que: %H, é a concentracdo percentual do hidrogénio, %CO é a
concentracdo percentual do monodxido de carbono obtida na andlise
cromatografica. A seletividade de um produto representa a tendéncia que os
reagentes tém para formar esse produto em relagdo ao total de produtos
formados.

Os resultados obtidos estdao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios da conversdo de metano, didxido de carbono e razdo H,/CO.

Catalisador Xcha (%) Xcoz (%) Razio H,/CO
5%NiMO550 98,2 63,6 2,69
10%NiMO550 98,4 57,3 3,47
15%NiMO550 99,7 56,8 2,64

Os resultados apresentados na Tabela 1 dizem respeito aos valores médios
de conversdo e razdo H,/CO, obtidos durante a reagdo. A conversdo do metano
foi ligeiramente maior com o catalisador 15%NiMO550, enquanto a conversdo do
didéxido de carbono foi maior com o 5%NiMO550. No entanto, considerando o
hidrogénio como produto principal, a reagdo que apresentou maior razdo H,/CO
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foi a reacdo que utilizou catalisador com 10% de niquel. Uma maior razdo H,/CO é
o resultado desejado, pois indica maior formag¢do de hidrogénio apds a reagdo,
que é o produto com maior valor agregado.
Na Figura 1 sdo apresentados os valores de conversao para metano e diéxido
de carbono, bem como os resultados de seletividade para hidrogénio e mondxido
de carbono ao longo de 360 minutos de reagao.
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Figura 1. Conversdo e seletividade durante 360 minutos de reagao.

Considerando a seletividade do hidrogénio, na reacdo com o catalisador
5%NiMO550 ocorreu diminuigdo por volta de 260 minutos, enquanto com 10%Ni
a seletividade ficou mais estdvel durante todo o periodo da reagdo e com 15%Ni a
seletividade oscilou entre 75% e 69%, com aparente declinio nos 100 minutos
finais. Pode-se observar também que, quando a seletividade de H, diminui, ocorre
um aumento na conversdao de CO,, que possivelmente estd relacionado com a
diminuicdo na ocorréncia da rea¢do de deslocamento (eq. 2). J& considerando a
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conversdo de metano, esta se apresentou bem estdvel com todos os catalisadores
testados, e esteve préxima de 100%.

Conclusao

Os resultados da reforma utilizando os o6xidos mistos se mostraram
promissores, indicando potencial na sua utilizagdo. A conversao de CH, ficou
acima de 98%, enquanto a razdo H,/CO ficou em torno de 3, que é um valor
desejavel. Além disso, deve-se prosseguir com testes alterando parametros
reacionais, por exemplo, tentando diminuir a quantidade de vapor usada na
reacdo, bem como com modificacGes no catalisador, como empregar outra

temperatura de calcinagdo do catalisador.
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Compadsitos de borracha natural e
endocarpo de macauba: efeito sobre a
coloragao e propriedades mecanicas

Eduardo Jonathan Ramos e Silva Sampaiol, Alexandre Nunes Cardosoz,
Leonardo Fonseca Valadares®

Resumo

A macauba é uma palmacea com grande potencial para a produgdo de dleo
vegetal. Dentre os residuos gerados nessa produg¢do, o endocarpo é o material
rigido e escuro que encobre a améndoa e ainda ndo possui aplicages definidas.
Este trabalho propde que o endocarpo possa ser acrescentado a borracha natural
com a finalidade de modificar a cor e as propriedades mecanicas dos compdésitos
obtidos. Assim, foram preparados corpos de prova de borracha natural pura e
borracha aditivada com até 25% de endocarpo. Por fotografias e colorimetria,
observou-se que é necessdrio apenas 5% de adicdao de endocarpo para tornar a
amostra escura. Os ensaios mecanicos mostram que a medida que se aumenta a
concentracdo de endocarpo na borracha, aumenta-se a tensdo na ruptura e
diminui-se o alongamento maximo das amostras, ndo sendo observado efeito
significativo sobre a rigidez do material.

Introdugao

A macauba (Acrocomia aculeata) é uma palmacea ndo domesticada com
potencial para producgdo de 6leo vegetal no Brasil. Em virtude de sua distribuicdo
geografica no territério e adaptacdo a periodos secos definidos, existe a
possibilidade de estabelecer cultivos em diferentes regiGes do Pais.

O potencial econdmico da macauba tem sido enfatizado, em fungdo do
potencial para producdo de dleo (4.000 kg/ha — 6.000 kg/ha) e amplas
possibilidades para o aproveitamento integral de seu fruto, que pode gerar outros
produtos além do dleo.
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A fase inicial de processamento dos frutos resulta em quatro fragGes, a
saber: casca, polpa, endocarpo e améndoa. Esse endocarpo € o nucleo rigido e
escuro do fruto que aloja a améndoa da macauba. A améndoa consiste em uma
parte do fruto de grande interesse econdmico, considerando o teor proteico
descrito na literatura de 12,28% (DESSIMONI-PINTO et al., 2010) e a qualidade do
6leo que pode ser obtido, que contém principalmente acido laurico.

Uma vez que o endocarpo é quebrado para extragdo da améndoa, esse
material é, em geral, descartado ou vendido para produg¢do de carvao, dado o seu
poder caldrico. Para cada 100 kg de frutos, sdo gerados cerca 13 kg de endocarpo.

Embora a composi¢cdo e caracteristicas desse material sejam ainda pouco
estudadas, acredita-se que a rigidez que lhe é conferida possa proporcionar
resisténcia a polimeros. Por causa da cor preta do endocarpo, a sua aditivacdo a
materiais deve também proporcionar uma mudanca de tonalidade de cor ao
compdsito resultante.

Considerando esses aspectos e visando agregar valor aos endocarpos
gerados no processamento da macauba, neste trabalho, é proposto o estudo da
aditivagdo de material obtido a partir da moagem de endocarpo a borracha
natural, sendo analisado o efeito desta na coloracdo e nas propriedades
mecanicas das amostras geradas.

Materiais e métodos

Os endocarpos usados neste trabalho sdo provenientes do Nucleo Rural
Buriti Vermelho, DF, e de Igarapava, SP. Inicialmente, foi realizada a limpeza dos
endocarpos para retirada de resquicios de polpa aderidos a superficie, por meio
de polimento superficial realizado com um esmeril.

Para moagem, foi utilizado um moinho de facas do tipo Willye da marca
Fortinox. O processo realizado em dois ciclos de 10 minutos, utilizando no
primeiro ciclo uma peneira de 2.050 um para separacdo de particulas ainda
grandes. O material peneirado foi submetido a um segundo ciclo moagem
utilizando uma peneira de 700 um, para selegao de particulas menores.

A distribuicdo do tamanho de particulas foi obtida utilizando seis peneiras
dispostas verticalmente, com diferentes tamanhos de malha, instaladas em um
agitador eletromagnético da marca Bertel, apropriado para peneiras
granulométricas. O equipamento foi acionado por 30 minutos para promover a
distribuicdo do material. As fragdes geradas em cada peneira foram pesadas em
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balanga de precisdo para calcular a porcentagem de material retida em cada uma
das peneiras em relagdo ao total.

O latex de borracha natural foi cedido pela empresa QR Borrachas Quirino
Ltda. e foram extraidos de clones de seringueira RRIM600. O teor de sdélidos do
latex foi feito pela separagdo de porgdes de ldtex em béqueres para medigdo
inicial de massa. O material foi entdo colocado na estufa a 75 °C por 12 horas e
pesada novamente. A porcentagem do teor de sdlidos presentes foi calculada
com base na relagdo entre a massa final e a massa inicial da amostra. Esse teor foi
utilizado para o célculo da quantidade de endocarpo a ser usada na elaboragdo
das amostras.

As amostras estudadas foram obtidas a partir da adicdo de endocarpo moido
a borracha natural nas seguintes proporg¢des: 5%, 10%, 15%, 20% e 25%,
denominadas respectivamente 95B 5E, 90B 10E, 85B 15E, 80B 20E e 75B 25E.
Também foi gerada uma amostra da borracha pura (100B). A homogeneizagdo da
mistura ocorreu em agitador magnético por 30 minutos.

A mistura, vertida em placa de Petri, foi acondicionada em vacuo por 15
minutos, com o intuito de diminuir as bolhas presentes. Em seguida, o material foi
colocado em estufa a 75 °C por 12 horas, gerando o material para preparacdo dos
corpos de prova. Para os testes de tracdo, o material foi cortado em tiras
utilizando guilhotina.

Andlises de colorimetria de reflectancia foram conduzidas nas amostras
sobre anteparo branco (bloco de papel) utilizando colorimetro Konica Minolta. As
medidas foram realizadas em triplicata e registradas na escala CIEL*a*b*, em que
L* corresponde ao valor de luminosidade, que varia de O (preto) a 100 (branco);
a* corresponde ao verde para valores negativos e vermelho para positivos e b*
corresponde ao azul para valores negativos e a amarelo para valores positivos.

Os corpos de prova foram condicionados em ambiente de controle de
umidade a 50%, utilizando solu¢do saturada de nitrato de cdlcio, a 23 °C,
conforme definido no método ASTM D 3039 (AMERICAN SOCIETY FOR TESTING
AND MATERIALS, 2004). Os ensaios de tracdo foram entdo realizados pelo
equipamento Arotec modelo WDW-201, que traciona os corpos de prova e
registra a forga resultante até a ruptura dos mesmos. Um minimo de cinco corpos
de provas foram ensaiados para cada amostra.
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Resultados

A amostra de endocarpos moidos foi submetida a andlise granulométrica. A §
distribuicdo de tamanho das particulas estd mostrada na Tabela 1. =

3
Tabela 1. Resultados da andlise granulométrica mostrando o tamanho de particulas dos G
endocarpos de macauba moidos.
Abertura Porcentagem
Peneira ABNT/ASTM Tyller/Mesh
(nm) (%)

1 1700 12 10 0
2 850 20 20 0,32
3 300 50 48 51,18
4 150 100 100 36,85
5 75 200 200 4,12
6 25 500 500 1,86
Fundo - - - 0
Perdido no Processo - - - 5,66

Figura 1. Fotografia mostrando as amostras preparadas em placas de Petri: A) 100B; B) 95B 5E, C) 90B
10E, D) 85B 15E, E) 80B 20E e F) 75B 25E.
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A Figura 1 mostra que a amostra 100B tem coloragdo amarela, distinta das
demais amostras, que sdo escuras. Tendo em vista a diferenga de cor das
amostras, foram realizadas analises colorimétricas, que sdo apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2. Colorimetria de reflectancia das amostras de borracha natural e compdsitos. Os
valores se referem a escala CIEL*a*b* e os erros se referem ao desvio padrao.

Amostra L* a* b*
100B 68,17 + 2,44 2,07 10,22 42,12 £ 4,31
95B 5E 23,26+ 1,30 0,92+0,21 1,54 + 0,07
90B 10E 25,38 +1,03 1,49 £ 0,06 1,95 0,16
85B 15E 26,73 +0,63 2,00+ 0,40 2,86+0,32
80B 20E 26,66 £ 0,62 2,24+ 0,04 3,46 0,08
75B 25E 26,72 £0,63 1,30+0,13 1,77 £0,03

E possivel verificar que a maior parte das particulas tem tamanho variando
entre 300 um e 850 um, correspondendo a 51% da amostra. Uma fragao
significativa, de 36,85%, possui tamanho entre 150 um e 300 pm.

O teor de sdlidos do latex utilizado foi determinado, sendo encontrado o
valor de 61,68 + 0,23% e este valor foi utilizado para a elaboragdo das amostras.
Apds a secagem da mistura do endocarpo moido e latex, foram obtidas as
amostras mostradas na Figura 1.

A colorimetria revela que é necessario apenas 5% de adicdo de endocarpo
para tornar a amostra escura, fazendo com que a luminosidade (L*) seja reduzida
de 68,17 para 23,26, e a coloragdo amarela da borracha, medida pelo valor b* =
42,12, também é drasticamente modificada pela adi¢gdo de endocarpo moido.

Por meio dos ensaios de tracdo, foram geradas as curvas de tensdo versus
deformacdo dos corpos de prova, como mostrado na Figura 2. A partir dessas,
foram encontrados os valores de mddulo de Young, tensdo mdxima suportada
pelas amostras e alongamento na ruptura. O médulo de Young foi determinado
como o coeficiente angular da regido elastica da curva (alongamento menor que
7%). A média dos valores encontrados e o desvio padrdo estdo presentes na
Tabela 3.
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Figura 2. Curvas de tensdo versus deformagdo de corpos de prova de borracha natural pura e de seus

compositos com endocarpos de macatba moidos.

Tabela 3. Média dos valores de tensdo maxima, alongamento na ruptura e médulo de
Young para a borracha natural e seus compésitos com endocarpos de macauba moidos.
Alongamento na

Amostra  Tensdo maxima / kPa ruptura / % Mddulo de Young / kPa
100B 178 £ 26 617 +143 409 + 52
95B 5E 272 + 46 595 + 155 496 * 66
90B 10E 396 £ 48 590 £ 99 520+ 28
85B 15E 452 +41 535+75 481 + 60
80B 20E 486 £ 35 488 + 35 533141
75B 25E 451 £ 59 398 +43 529 +51

A Figura 2 e a Tabela 3 mostram que uma forga maior precisa ser aplicada
para romper os compdsitos, quando comparados a borracha pura. Esse efeito é
evidenciado pelo aumento da tensdo mdxima, que é cerca de 2,7 vezes maior,
quando comparada a borracha pura com a amostra 80B 20E. Entretanto, esse
efeito de reforgo tem seu maximo observado em 20% de adi¢cdo de endocarpos,
indicando que em concentragdes maiores, a tensdo mdaxima tende a reduzir.



Processos Quimicos

Por meio da analise de tragdo dos corpos de prova, é possivel ser visto que a
adicdo do pd de endocarpo de macauba conferiu uma diminuicio do
comportamento elastico, evidenciado pela diminuicdo do alongamento na
ruptura dos corpos de prova. A Tabela 3 mostra que a aditivagdo de endocarpo de
macauba causa uma redugdo gradual do alongamento maximo, partindo de 617
+143% para a borracha natural, até 398 + 43% para o compdsito com 25% de
endocarpo. A reducdo de alongamento ndo é desejada para elastomeros,
entretanto, o efeito de reforgo, observado pelo aumento na tensdo na ruptura, é
normalmente acompanhado de redugdo em outras propriedades mecanicas.

A aditivacdo de p6 de endocarpo a borracha ndo causa mudangas
significativas na rigidez dos materiais obtidos, pois, apesar de ser verificado um
leve aumento no mddulo de Young, esse efeito ndo é significativo considerando
os desvios das medidas.

Conclusoes

E possivel concluir que endocarpo de macatiba moido pode ser acrescentado
ao latex de borracha natural para formagdo de filmes compdsitos escuros. As
amostras assim geradas apresentaram tensdo na ruptura maior que a borracha
pura, entretanto, o alongamento na ruptura é menor. Os materiais ndo
apresentaram diferencas significativas em seus mdédulos de Young.

Apoio financeiro

Este estudo é apoiado pela Embrapa. Os autores agradecem Leo Duc Haa
Carson Schwartzhaupt da Conceicdo e a Embrapa Cerrados, pela doagdo dos
endocarpos. Os autores agradecem Juarez Lopes da Silva pelas ideias e execugao
da limpeza e moagem dos endocarpos.
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Isolamento e caracteriza¢ao de nanofibras
de celulose de engacos de dendé obtidas
por hidrdlise enzimatica

Eliane da Silva Simp/iciol, Dasciana de Sousa Rodriguesz, Fabricio Machado
Silva®, Leonardo Fonseca Valadares®

Resumo

A obtencdo de nanofibras de celulose por hidrdlise enzimatica, no contexto
do aproveitamento de biomassa lignoceluldsica, tem sido explorada como uma
rota promissora nos ultimos anos. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
consiste no isolamento e caracterizagdo de nanofibras de celulose de engacos de
dendé obtidas por hidrdlise enzimatica, avaliando diferentes tempos de reagdo. O
isolamento da celulose foi realizado com solugdo de clorito de sédio (2%)
acidificado com solugdo aquosa de acido acético 1:1 e solucdo de hidréxido de
potassio (6%). A hidrélise da celulose foi efetuada em trés condi¢des de tempo
(24, 48 e 72 horas), utilizando complexo de celulases comercial a 50 °C. As
enzimas foram inativadas apds transcorrer o tempo de hidrdlise pelo
aquecimento a 98 °C por uma hora. A caracterizagdo foi conduzida por
colorimetria de reflectdncia, microscopia eletronica de transmissdo (MET),
difratometria de raios-X (DRX) e termogravimetria (TG). A fracdo celuldsica isolada
apresentou rendimento igual a 36,97%, cristalinidade avaliada em 59,92% e
elevado grau de branqueamento. Na hidrélise enzimatica, com o aumento do
tempo de reagdo, houve um decréscimo na cristalinidade e na espessura das
fibras celuldsicas, com morfologia fina, alongada e altamente entrelagada.
Observou-se um comportamento térmico semelhante para as amostras
estudadas. No entanto, a melhor condi¢cdo de obtencdo de nanocelulose foi em
48 horas de reacgdo, visto o indice de cristalinidade evidenciado (62,57%),
comportamento térmico estavel e a diferenga ndao acentuada na espessura da
fibra, comparado ao material obtido em 72 horas de reagdo, o que ndo justifica
gasto adicional de tempo e energia com manutenc¢do do processo.
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Processos Quimicos

Introdugao

A busca por novas fontes de matérias-primas, disponiveis em grande escala
e competitivas econbmica e ambientalmente tem sido foco de inumeras
discussdes em cardter mundial. Aliado a dependéncia generalizada de insumos
de origem petroquimica, torna-se primordial dispor de alternativas locais que
contribuam para a manutencdo das atividades na industria. Com isso, a
biomassa lignoceluldsica vem sendo explorada em processos gragas a grande
quantidade de residuos agroindustriais produzidos anualmente e ao fato de
estes serem subutilizados dentro das cadeias de producdo em que sdo gerados,
0 que é de interesse para o Brasil, visto a oportunidade de gerar novas
tecnologias e produtos (CORTEZ, 2010).

Nessa perspectiva, a dendeicultura no Pais consiste de uma cadeia
produtiva atrativa, fornecendo residuos lignoceluldsicos como os engagos de
dendé, utilizados em diversas finalidades nesse setor, visando a geragdo de
renda. A biomassa lignoceluldsica é composta por trés principais fracGes:
celulose (40-50%), hemicelulose (15-25%) e lignina (15-25%), dentre outros
constituintes. A partir de processos adequados de conversdo, pode-se obter
biocombustiveis, materiais renovaveis e produtos quimicos de interesse
comercial. Para isso, podem ser empregados métodos quimicos, fisicos,
biolégicos ou combinados, selecionados de acordo com as caracteristicas da
matéria-prima, rendimento e viabilidade em escala industrial (CORTEZ, 2010;
ROSILLO-CALLE et al., 2005).

A fracdo celuldésica para a ciéncia de materiais pode contribuir
significativamente como uma fonte precursora de matéria-prima na obtencdo
de inumeros produtos de carater renovavel, inéditos e de elevado valor
agregado. Nesse ambito, com os conhecimentos no campo da nanotecnologia, a
producdo e aplicagdo de fibras celulésicas de escala nanométrica como
alternativa de agente de refor¢o para matrizes variadas, possibilita a melhoria
das propriedades fisicas e quimicas dessa matéria-prima, sobretudo para a
sintese de biomateriais e nanocompdsitos.

Na literatura, a obtencdo de nanoestruturas de celulose é reportada por
meio de processos mecanicos e hidrdlise seletiva da celulose. Esta ultima deve
ser realizada na presenca de catalisadores, tendo duas possibilidades: acidos
inorganicos (H,S0,, HCl e H3PO,) ou enzimas (celulases). Embora a hidrdlise
acida seja o método consolidado atualmente, o uso de celulases vem sendo
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avaliado como uma rota alternativa e promissora, apresentando como
principais vantagens condi¢des operacionais mais brandas de temperatura, pH e
a eliminagdo de problemas com a corrosdo de equipamentos e a alta
especificidade por substrato celulésico elucidada (BONONI, 2010). Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho consiste na obten¢do e caracterizagdo de
nanofibras de celulose de engacos de dendé isoladas por hidrélise enzimatica,
considerando diferentes tempos de reagao.

Materiais e métodos

Purificacdo da celulose de engacos de dendé

A metodologia descrita a seguir é adaptada de Fahma et al. (2010). A
remocgdo da fragdo de lignina foi realizada com solugdo de clorito de sédio 2%
acidificado com solugdo aquosa de acido acético 1:1 e a fragcdo de hemicelulose
foi removida com solugdo de hidréxido de potassio (6%). Esse procedimento foi
realizado em dois ciclos. Para o experimento, foram adicionados 50 g de engagos de
dendé secos, moidos e sem extrativos (5%) para um sistema aquoso (1.000 mL).
Para cada ciclo foram realizadas quatro extragdes, adicionando-se 25 g clorito de
sédio Sigma Aldrich (80%) e acidificando o sistema com 6 mL de solugdo aquosa
de acido acético 1:1, e uma extra¢do adicionando-se 70,59 g de hidréxido de
potdssio Tedia Brasil (85%). Cada extragdo teve a duracdo de 24 horas sob
agitacdo a temperatura ambiente, seguido de lavagem até pH neutro. O teor de
sélidos foi determinado em triplicata.

Hidrdlise enzimatica de celulose de engagos de dendé

Para a realizagdo da hidrodlise enzimatica de celulose, utilizou-se complexo de
celulases comercial com atividade igual a 41,7 FPU/mL. Primeiramente, pesou-se
em balanca analitica aproximadamente 20 g de polpa de celulose em triplicata.
Cada aliquota foi inserida em um Erlenmeyer de 125 mL, juntamente com 0,2 mL
de solucdo de tamp3o citrato de sddio/4acido citrico 0,1 M, pH 5 e o respectivo
volume de celulases comercial. Os sistemas foram incubados em shaker sob
agitacdo a 250 rpm a 50 °C. As reagdes foram interrompidas apds 24, 48 e 72
horas de tempo de hidrdlise. A inativacdo enzimatica foi realizada por meio de
aquecimento a 98 °C por 1 hora, seguida de lavagem até pH neutro.
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Caracterizagao quimica e morfoldgica

Para a andlise por microscopia eletronica de transmissdo (MET), uma
aliquota de cada amostra foi diluida, sonicada e adicionada em “grids” de cobre e
armazenadas em dessecador. As micrografias foram registradas em microscépio
eletrénico de transmissdo JEOL - JEM/1011, a 80 kV. A anélise das dimensdes
(comprimento e espessura) das nanofibras foi realizada com o programa ImageJ,
pela medida de cerca de 200 nanoestruturas.

Para a difratometria de raios-X, as amostras foram secas por 48 horas a 78 °C
e analisadas em difratdbmetro Bruker/D8 Focus, poténcia de 40 kV, 30 mA e
radiacdo de CuKa (A=1,54 A), a uma velocidade de 0,5°/minuto no intervalo de
angulos 20 variando de 5° a 40°. O indice de cristalinidade (IC) foi determinado de
acordo com a equagdo proposta por Segal et al. (1959), a partir da intensidade de
difracdo dos picos: 20 = 18° e 22,6°.

Para a colorimetria de reflectancia [considerou-se os valores da escala
CIEL*a*b*, em que L* é a luminosidade, a* é a coordenada que descreve o
vermelho (+) e o verde (-) e o b* é a coordenada para o amarelo (+) e 0 azul (-)] e
termogravimetria, as amostras foram secas a 78 °C por 24 horas e analisadas em
colorimetro Konica Minolta, modelo CR-400 com fundo branco e no equipamento
Shimadzu DTG-60H. Foram pesadas entre 8 mg e 10 mg de cada amostra em
cadinho de platina e analisadas a uma faixa de aquecimento de 25 °C até 900 °C
com taxa de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio (N,) com
fluxo de 50 mL/min'l.

Resultados e discussao

O processo de polpagcdo da celulose apresentou rendimento igual a

36,97% (com base no teor de sélidos), elevado grau de branqueamento e

cristalinidade avaliada em 59,92% (Tabela 1). Para os hidrolisados gerados, as

micrografias confirmam a obtencdo de fibras em escala nanométrica, evidenciada

pela diminuicdo da espessura destas com o aumento do tempo de hidrdlise,
apresentando morfologia fina, alongada e altamente entrelagada (Figura 1).

Essa informagdo comprova a atividade efetiva e sinérgica das celulases sobre

a estrutura da fibra celuldsica, embora ndo seja observada a redugdo no

comprimento das mesmas (caracteristica acentuada da fibra de engago de
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dendé), o que ndo restringe e nem compromete a a¢do enzimatica, propriedades
e aplicagdes avaliadas para esse material (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de cristalinidade, comprimento, espessura e coloragdo de biomassa, fibra
celuldsica e nanofibras de celulose (NFC) em diferentes tempos de hidrélise.

Cristalinidade Espessura Comprimento Coloragao
Material

(%) (nm) (nm) (L*; a*; b*)
Engaco de dendé 27,38 - - 43,38; 4,57; 17,49
Fibra de celulose 59,92 11,0x10%+3,9x10°  190x10°+106x10°  95,15; -0,46; 5,07
NFC — 24 horas 69,57 17,4 7,3 782,1+341,2 95,78; -0,69; 6,96
NFC — 48 horas 62,57 12,9 46,2 414,2 +207,0 96,60; -0,52; 6,40
NFC — 72 horas 49,68 11,8 +5,9 640,4 +384,2 96,01, -0,77; 6,07

Com isso, a melhor condigdao de tempo de hidrélise apresentada foi em 48
horas de reagdo, visto que, com 24 horas de reagdo, observam-se fibras ndo
hidrolisadas e, com 72 horas de reagdo, ndao ha uma diminui¢cdo significativa,
principalmente na espessura das nanofibras, em comparagdo ao material obtido
em 48 horas de reacdo. O termograma gerado (Figura 2A) mostra que, com o
aumento do tempo de hidrélise, as nanofibras apresentaram uma temperatura
maior de degradacdo em relagdo a fibra de engaco de dendé e de celulose.
Entretanto, essa diferenca ndo é acentuada, sugerindo que as amostras de
nanofibras apresentam comportamentos térmicos semelhantes.

A partir do indice de cristalinidade calculado por meio do difratograma de
raios-X construido (Figura 2B), verifica-se que, com 24 horas de hidrdlise
enzimatica, ocorreu o aumento da cristalinidade da nanofibra, comparado a fibra
celuldsica de engago de dendé (59,92%).
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Figura 1. Micrografias registradas por microscopia de luz (A) e por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) (B, C e D): (A) fibra de celulose de engagos de dendé, (B) nanofibra de celulose em
24 horas, (C) nanofibras de celulose em 48 horas e (D) nanofibras de celulose em 72 horas.

Entretanto, com o aumento do tempo de reagdo, ocorreu a diminuicdo da
cristalinidade do material (Tabela 1). Tal resultado sugere que, com o aumento do
tempo de reagdo, as enzimas, apds hidrolisar a parte amorfa do material,
comeg¢am a agir sobre a celulose cristalina, diminuindo a fragdo de cadeias
cristalinas da mesma.
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Figura 2. Caracteriza¢do de amostras de fibra de engacos de dendég, fibra celulésica e nanofibras (24,
48 e 72 horas): (A) Termograma e (B) Difratograma de raios-X.
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Conclusoes

Constatou-se que a melhor condicdo de isolamento de nanofibras por
hidrdlise enzimatica da celulose de engagos de dendé foi alcangada durante 48
horas de reagdo, apresentando cristalinidade elevada (62,57%) e morfologia fina
(12,9 nm), alongada, altamente entrelagada. O valor encontrado para a espessura
das nanofibras nesse tempo se mostrou semelhante ao verificado em 72 horas de
reacao, o que nado justifica custos adicionais com energia e tempo para a
manuten¢do do processo, visto também a diminui¢gdo da cristalinidade da fibra
celuldsica (49,68 %) nessa condigcdo. Os resultados obtidos contribuem quanto ao
uso de tecnologias quimicas e bioldgicas direcionadas a ciéncia de materiais,
visando a produgdo de fibras celulésicas de escala nanométrica.
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Otimiza¢ao da polimerizagao do glicerol:
avalia¢ao da reologia
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Resumo

A produgado de biodiesel vem crescendo ao longo dos anos e tende a crescer
ainda mais. Com isso, ha também um aumento do volume de glicerol produzido,
acarretando em uma redu¢do do valor comercial do glicerol, o que gera a
necessidade de agregar valor a esse coproduto. Com o objetivo de desenvolver
um produto util e rentavel para o aproveitamento do glicerol, esse trabalho
aplicou o planejamento fatorial para otimizar a sua polimerizagdo com o menor
numero de experimentos possiveis. As condi¢cbes de reagdo variadas para a
producdo de poliglicerol com as propriedades necessarias foram a temperatura e
a concentragdo do acido sulfurico, utilizado como catalisador. Por meio das
analises de reometria foi possivel determinar que houve um aumento
consideravel na viscosidade e uma modificagdo nas propriedades reopéticas do
produto obtido a 180 °C e 2% de 4acido sulfurico, sendo essas as melhores
condigGes para a produgdo do poliglicerol.

Introdugao

O biodiesel é um combustivel obtido a partir de fontes renovaveis que nao
possui compostos sulfurados e aromaticos, apresenta alta capacidade calorifica,
grande quantidade de cetanos e é biodegradavel (SANTOS; PINTO, 2009). O
biodiesel pode ser obtido por transesterificagio, que consiste na reagdo de
triglicerideos, provenientes de 6leos vegetais ou gorduras animais, com alcoois na
presenca de um catalisador para gerar ésteres e glicerina. Estima-se que a
producdo de biodiesel aumentarda nos préoximos anos, podendo chegar a 14,3
bilhdes de toneladas em 2020, gerando aproximadamente 1,4 bilhGes de
toneladas de glicerina (VASCONCELOS, 2012). Em virtude da quantidade crescente
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de glicerina produzida, seu pre¢o reduziu consideravelmente, logo é importante
desenvolver métodos para o aproveitamento desse coproduto. A glicerina pode
ser utilizada por meio de sua polimerizagdo, que é realizada com catalise acida.
Essa polimerizagdao produz éteres com possivel aplicagdo como surfactantes nao
ionicos, ideais para aplicagdo em cosméticos e na industria alimenticia
(UMPIERRE; MACHADO, 2011). Também podem ser utilizados em substituicdo aos
polidis, como aditivo para tintas e cimentos, como lubrificantes e como matéria-prima
para a produgdo de poliuretanos (MEDEIROS et al., 2010). O objetivo deste trabalho
foi otimizar essa polimerizagdo variando a concentracdo do catalisador e a
temperatura da reagdo. Utilizou-se as mesmas amostras apresentadas no
Encontro de Pesquisa e Inovagdo de 2015, porém foram realizadas analises de
reometria e reologia, e 0os materiais e métodos utilizados estdo representados a
seguir.

Materiais e métodos

Utilizou-se um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central, em
que os fatores estudados foram: temperatura e concentra¢do do catalisador, os
niveis (-) foram 140 °C e 1% de H,SO, e os niveis (+) foram 220 °C e 3% de H,S0O, e
o ponto central com 2% de H,S0, e 180 °C, como pode ser visto na Tabela 1, e a
matriz de planejamento esta mostrada na Tabela 2, para especificar a ordem e as
condi¢Bes dos experimentos. Utilizou-se glicerol P.A. da marca Sigma Aldrich e
acido sulfdrico com 95% de pureza da marca Dinamica. O sistema reacional foi
montado utilizando uma placa de agitacdo abaixo de uma manta aquecedora e
um baldo de trés bocas de 250 mL. Em uma das bocas do baldo, conectou-se o
fluxo de nitrogénio, medido por um rotametro. Na segunda boca conectou-se um
termopar para o controle da temperatura e na terceira conectou-se um Dean-
Stark ligado a um condensador e a este uma bomba de vacuo com um trap
recoberto com gelo a -80 °C e etanol, para evitar a contamina¢dao da bomba. De
acordo com o planejamento, as reagdes ocorreriam por 4 horas, sob sistema de
vacuo com fluxo de nitrogénio a, aproximadamente, 10 litros por minuto. Foram
feitas analises reoldgicas para caracterizacdo dos produtos obtidos.
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Tabela 1. Tabela de fatores e seus niveis iniciais.

Fatores Nivel (-) Ponto Central Nivel (+)
Temperatura (°C) 140 180 220
Concentragao de catalisador 5 3
(mol%)
Tabela 2. Matriz de planejamento.

Ensaio Fator 1 Fator 2 Interacao 12

1 - - +

2 + - -

3 - + -

4 + + +

5 0 0 0

6 0 0 0

7 0 0 0

Resultados e discussao

As reagOes realizadas a 220 °C ocorreram por aproximadamente uma hora,
pois a rea¢do comegou a borbulhar de maneira brusca, sendo o tempo de reagdo
variado, de forma ndo planejada, em virtude das condi¢cGes do experimento. Os
produtos obtidos dessas reagdes apresentaram-se como sélidos pretos com um
odor forte. J& os produtos obtidos a 140 °C se apresentaram como liquidos
viscosos. A reacdo realizada com 1% de catalisador apresentou uma cor
amarelada e a realizada com 3% mostrou-se com uma cor marrom. A primeira
reagdo no ponto central ocorreu por apenas uma meia hora e apresentou-se
como um liquido escuro extremamente viscoso. Ja as duas seguintes
apresentaram-se como sdlidos pretos. Uma reagdo ocorreu por meia hora e a
outra por duas horas, até que se transformassem em sélidos. Os produtos obtidos
podem ser vistos na Figura 1.
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Poliglicerol 1% 140°C

Poliglicerol 3% 140 °C

Poliglicerol 2% 180 °C
Replicatas 1,2e 3

Figura 1. Produtos obtidos na primeira fase de experimentos.

As andlises de reometria e reologia foram realizadas apenas para as quatro
amostras liquidas obtidas e utilizou-se o redmetro Brookfield LVDV — Il Ultra com
termosel e o spindle SV-34.

Colocou-se aproximadamente 10 mL de cada uma das amostras liquidas e do
glicerol no recipiente adequado para uso no termosel e mediu-se 25 pontos para
cada uma das seis temperaturas analisadas em cada amostra, sendo elas a
temperatura ambiente, 21,6 °C; 25 °C; 24,6 °C e 21,6 °C para as amostras de
Poliglicerol 2% 180 °C, Poliglicerol 3% 140 °C, Poliglicerol 1% 140 °C e glicerol,
respectivamente, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C. As velocidades utilizadas foram
diferentes para cada uma das amostras em virtude das suas viscosidades. Na
ordem da maior para a menor viscosidade aparente, foram 0,1 rpm, na seguinte
15 rpm, depois 55 rpm e por ultimo 45 rpm. Os gréficos obtidos estdo mostrados
nas Figuras 2 e 3, tendo sido necessario separar o grafico da amostra mais viscosa
por causa da diferenca de escala.
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Figura 2. Comparagdo entre as viscosidades dos produtos obtidos e o glicerol.
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Figura 3. Comparagdo entre as viscosidades dos produtos obtidos e o glicerol.
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Analisando os graficos, é possivel reparar que a reagdo com 1% de
catalisador e 140 °C ndo acarretou mudancgas significativas na viscosidade do
produto, fazendo acreditar que ndo houve formagdo de polimeros, somente de
oligbmeros. Ja o produto da reagdo com 3% de catalisador gerou um produto com
viscosidade aproximadamente 2 vezes maior que a do glicerol, levando-se a
conclusdo de que houve a formagdo de oligdbmeros de cadeias maiores. Ja a
reacao do ponto central ficou muito mais viscoso que o glicerol, dando a entender
que a seletividade para polimeros foi maior do que para oligbmeros.

Também foi necessadrio observar o comportamento dos materiais com a
variacdo da taxa de cisalhamento. Para isso, aumentaram-se gradativamente as
velocidades adquirindo até 25 medidas para cada uma das amostras até alcangar
a velocidade maxima possivel para cada uma das amostras, os graficos obtidos
estdo mostrados nas Figuras 4 e 5, tendo sido separados novamente pela
diferenga de escala.

Pelo grafico mostrado na Figura 4, conclui-se que os produtos Poliglicerol a
1% e a 3% e o glicerol sdo caracterizados como fluidos dilatantes com
comportamento tixotrépico, pois suas viscosidades aumentam com o aumento da
taxa de cisalhamento a uma mesma temperatura e reduzem com a aplicagdo de
uma mesma taxa de cisalhamento por um certo tempo. Ja a amostra produzida a
180 °C e 2% de 4cido, mostrado na Figura 6, é considerada um fluido ndo
newtoniano dilatante com comportamento reopético a temperatura ambiente,
pois sua viscosidade aumenta quando se mantém a mesma taxa de cisalhamento
e, com a variacdo da taxa de cisalhamento, sua curva de fluxo inicialmente decai
para depois comecar a subir.

Conclusao

Concluiu-se entdo que o uso de 2% de catalisador e 180 °C sdo as melhores
condicGes de reagdo para a polimerizacdo do glicerol. Apesar disso, os polimeros
obtidos nessa primeira etapa possuem cadeias pequenas e uma mudanga da
viscosidade extremamente baixa, além da formagdo de acroleina, evidenciada
pela alteracdo da coloracdo e do odor, um composto téxico e indesejado para
esse trabalho.
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Caracterizacao quimica e gaseificacao em
leito fluidizado borbulhante de bagaco de
cana e engaco de dendé
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial do bagago de cana e do
engaco de dendé como matérias-primas para a gaseificagdo, bem como mostrar
resultados obtidos em suas gaseificagdes. Verificou-se que ambas as biomassas
apresentaram um elevado poder calorifico superior (PCS) equivalente a 18,3 kl/kg
para o engaco e 17,5 kl/kg para o bagaco em decorréncia dos altos teores de
volateis e carbono fixo. Em relagdo aos dados obtidos nas gaseificagdes usando ar
ou vapor d’agua como agente gaseificante, observou-se um melhor resultado
para o vapor, gerando uma mistura gasosa composta por quase 50% de gds
combustivel.

Introdugao

O consumo energético mundial nunca foi tdo alto quanto no presente, o que
é consequéncia de uma série de fatores, como o modo de vida atual e o fato de
que a populacdo global é cada vez maior (MORTENSEN, et al., 2011). O fato de o
mundo apresentar uma alta dependéncia de combustiveis fésseis como sua
principal fonte de energia tem gerado problemas ambientais e uma séria crise
energética (MOHAMMED et al., 2011).

Nesse contexto, tem crescido a busca por uma descentralizacdo da matriz
energética mundial e as fontes renovaveis de energia surgem como uma
alternativa viadvel para a ameniza¢do do problema (MOHAMMED et al.,, 2011). A
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biomassa consiste na quarta maior fonte de energia do mundo e ainda oferece
vantagens substanciais como a redugdo da emissdo de gases de efeito estufa e a
contribuicdo para um desenvolvimento socioecondmico e ambientalmente
sustentdvel (SARKER et al., 2015; KHAN et al., 2009).

Define-se biomassa como um material biolégico proveniente de organismos
vivos ou recentemente vivos (KHAN et al., 2009). Inclui-se nessa definigdo os
residuos tanto urbanos quanto agroindustriais, como é o caso do bagaco de cana
e do engaco de dendé. Essas biomassas podem ser usadas como matéria-prima
para a sintese de produtos quimicos, para a conversdo em combustivel para o
setor de transportes e para a geragdo de energia e calor. Essas conversdes podem
ser realizadas por meio de processos bioquimicos, como fermentacao e digestao,
ou por meio de processos termoquimicos, como combustdo, pirdlise e
gaseificagcdo (LAKSMONO et al., 2013).

Morrin et al. (2012) definem o processo de gaseificagdo como a conversdo
termoquimica de matéria organica em um produto gasoso por meio de uma
oxidagdo parcial a elevadas temperaturas. O produto gasoso obtido é conhecido
como gas de sintese e consiste em uma mistura de H, e CO, com concentragdes
mais baixas de CO,, vapor d’agua, CH, e outros hidrocarbonetos leves e N, a
depender do agente gaseificante utilizado. O gas de sintese pode ser utilizado
diretamente para a combustdo ou para a sintese de combustiveis e produtos
quimicos de elevado valor agregado.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial do bagagco de cana e do
engaco de dendé como matérias-primas para a gaseificagdo, bem como mostrar
resultados obtidos em suas gaseificagdes.

Materiais e métodos

As caracterizagOes foram realizadas na Embrapa Agroenergia e na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (UnB). As biomassas
utilizadas sdo provenientes de projetos da Embrapa Agroenergia. Ambas foram
moidas e peneiradas até um tamanho médio equivalente a 0,5 mm. Vdrias
analises foram feitas com o fim de averiguar o potencial do bagaco de cana e do
engaco de dendé como matérias-primas para a gaseificagao.
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Analises imediatas

Os teores de umidade, cinzas, carbono fixo e volateis foram obtidos seguindo
a norma ASTM D 5142-02a num analisador termogravimétrico da marca LECO
modelo TGA 701.

Poder calorifico superior

Os dados de poder calorifico superior (PCS) foram obtidos utilizando uma
bomba calorimétrica da IKA, modelo C-2000.

Fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (FRX/EDX)

Os dados de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (FRX/EDX) foram
obtidos utilizando um espectrometro da Shimadzu, modelo EDX-720, que analisa
a faixa de elementos que vai do sédio (**Na) ao uranio (**U), com tubos de raios X
com alvo de rédio.

Gaseificador

Os experimentos de gaseificacdo foram realizados num gaseificador de leito
fluidizado da marca PID Eng & Tech. O processo foi realizado a 800 °C.

Analise dos gases gerados na gaseificagdao

Os gases gerados no processo de gaseificagdo foram analisados por um
analisador de gases em linha da marca SICK, modelo GMS800.

Resultados e discussao

Por meio das analises imediatas, obtém-se os teores de umidade, cinzas,
carbono fixo e volateis. Essa analise é relevante para o processo de gaseificacdo,
uma vez que quanto maiores os teores de volateis e carbono fixo de uma
determinada biomassa, maior sera seu poder calorifico superior. Na Tabela 1,
encontram-se os valores obtidos para as andlises imediatas. Observou-se que os
teores de volateis e carbono fixo em base seca para ambas as biomassas foram
altos, o que indica que elas geram grande quantidade de energia em sua queima.
Tal fato é corroborado pelos valores de PCS obtidos: 18,3 + 0,1 kJ/kg para o
engago de dendé e 17,5 £ 0,1 kJ/kg para o bagaco de cana.
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Tabela 1. Resultado das andlises imediatas do engago de dendé e do bagago de cana.

Amostra Umidade Volateis Carbono Fixo Cinzas
Engaco de dendé 6,18 + 0,01 72,62 +0,27 15,93 +0,41 5,27 +0,22
Bagaco de cana 8,91+0,01 75,36 £ 0,07 13,35+0,16 2,38+0,22

A caracterizacdo dos materiais inorganicos por meio da analise de FRX/EDX
também é bastante importante, principalmente para o engago de dendé, no qual
o teor de cinzas é relativamente alto (aproximadamente 5,3%). Nesse caso, o alto
teor de potdssio — que corresponde a aproximadamente 60% das cinzas —
influenciara diretamente o processo de gaseificagdo, uma vez que a presenca
desse metal diminui o ponto de fusdo das cinzas, causando aglomeragdo do leito
e formacgdo de depdsitos nas paredes do reator, o que em ultima instancia pode
interferir na estabilidade do leito fluidizado (KHAN et al., 2009).

Ensaios de gaseificagdo preliminares foram realizados usando ar ou vapor
d’agua como agentes de gaseificacdo, com o intuito de verificar o efeito de tais
agentes sobre a produgdo dos principais constituintes do gas de sintese (H, e CO).
A vazdo de cada agente gaseificante a ser usada foi definida por meio de testes de
fluidizacdo e, assim, para o ar foi definida uma vazdo de 12 L/min de ar e 15 L/min
para o vapor d’agua. De acordo com os resultados obtidos, o melhor agente
gaseificante é o vapor d’agua tanto para o engago de dendé quanto para o bagaco
de cana. Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados obtidos no processo de
gaseificacdo do bagaco de cana. Observa-se que o tipo de agente de gaseificagdo
apresenta um efeito significativo sobre a composicdo dos gases gerados, de tal
forma que, enquanto com vapor d’dgua houve uma produgdo de 44% de gas
combustivel, com ar a producdo foi de apenas 11,5%. A quantidade de H,S gerada
foi desconsiderada para esses somatdrios, pois embora ele seja um gas
combustivel, sua producédo é indesejada.

Tabela 1. Composigdo dos gases gerados na gaseificagdo de bagaco de cana.

H, co Cco, CH, H,S
Ar 1,0% 9,0% 13,6% 1,5% 0,4%
Vapor d’agua 11,7% 24,9% 6,2% 7,4% 2,1%
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Conclusoes

Por meio dos resultados obtidos nas caracterizagdes, é possivel perceber que
ambas as biomassas apresentam potencial para a gaseificagdo, porém no caso do
engago de dendé hda problemas operacionais em decorréncia do alto teor de
potdssio na sua composi¢do, o que compromete o desempenho do processo, uma
vez que a capacidade de fluidizagdo é reduzida.

Avaliando os dados da andlise dos gases, percebe-se que utilizando o vapor
d’agua como agente gaseificante é possivel obter uma mistura gasosa composta
por mais de 40% de gas combustivel, o que é bastante satisfatorio, visto que
ainda serdo realizados mais estudos a fim de otimizar a produgdo de H, e CO.
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Resumo

O biodiesel é composto de ésteres de cadeia saturada, monossaturada e poli-
insaturada. Devido a essas insaturagdes um parametro de suma importancia para
garantia da qualidade do combustivel é a estabilidade a oxidagdo. Para atender a
especificacdo da Agéncia Nacional de Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), o biodiesel deve apresentar no minimo 8 horas de estabilidade no teste,
para ser comercializado. O biodiesel de soja ndo atende a essa especificagdo sem
a adicdo de um aditivo antioxidante. Embora ja existam aditivos disponiveis
comercialmente, a pesquisa sempre busca encontrar novos aditivos que possam
atender a essa demanda. O presente trabalho testou dois aditivos comerciais
(ainda ndo utilizados como antioxidantes) e um extrativo de biomassa, para
avaliar a estabilidade oxidativa do B100 apds a adigdo. O Aditivo 3 apresentou
resultados em concordancia com o valor minimo estipulado pela ANP, com um
periodo de indugdo médio variando entre 8,62 h e 22,85 h para as concentragdes
de 150 ppm e 3.000 ppm, respectivamente.

Introdugao

A composicdo do biodiesel afeta suas propriedades fisico-quimicas, ou seja,
diferentes matérias-primas podem resultar em diferentes composi¢cbes de
ésteres. As estruturas moleculares dos ésteres podem variar em relagdo a massa
molecular, a quantidade e posi¢do das insaturagdes e, até mesmo, a presenca de
grupamentos na cadeia (OLIVEIRA, 2012; KNOTHE, 2007). O biodiesel é produzido
essencialmente por catdlise homogénea basica, utilizando metanol como alcool.
Para ser comercializado em territério nacional, o biodiesel deve seguir
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2 Farmacéutico, Universidade de Brasilia, rodrigo.dutra@colaborador.embrapa.br
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necessariamente as especificagdes que constam na Resolugdo n? 45 de 2014
regida pela ANP (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E
BIOCOMBUSTIVEIS, 2014).

Uma das especificagdes requeridas pela ANP estd relacionada a estabilidade
a oxidacdo do biodiesel, que deve ser igual ou superior ao periodo de 8 horas. A
estabilidade oxidativa do biodiesel refere-se a tendéncia de o biocombustivel
reagir com o oxigénio do ar em temperaturas proximas a temperatura ambiente.
Essa reagdo geralmente ocorre de forma lenta, porém é acelerada em altas
temperaturas (GERPEN et al., 2004).

Entrada
de Ar

-«—— Célula de
Medicao

Vaso Reacional ——

Medidor de
Condutividade

=

i

-

Amostra -

-
I
&/

!

Bloco de Aquecimento

Figura 1. Esquema da analise de estabilidade a oxidacdo de biodiesel.

Fonte: (OLIVEIRA, 2012).

O ensaio de estabilidade oxidativa a 110 2C é uma anadlise que expde o
biodiesel a dois fatores que acabam por acelerar sua oxidacdo, sendo eles o
aumento da temperatura e a intensa exposi¢cdo ao ar. A partir desses fatores,
mede-se o tempo que o combustivel permanece estavel perante a essas
condicBes (OLIVEIRA, 2012). No método normatizado EN 14112 a oxidagdo é
induzida pela passagem de uma corrente de ar a uma taxa de 10 L/h pela amostra
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em analise a uma temperatura constante de 110 °C. Os vapores produzidos
durante o processo de oxidagdo, juntamente com o ar, passam para a célula de
medicdo de condutividade, a qual contém agua deionizada. A Figura 1 elucida
esse processo de aferigdo.

O término da andlise acontece quando ocorre um rdpido aumento da
condutividade, apresentando assim um grafico com ponto de inflexdo evidente, o
qual representa o periodo de indugdo maximo da amostra. Esse parametro esta
inversamente ligado ao grau de instauracdao dos ésteres presentes, sendo estes
dependentes da matéria-prima que foi utilizada para produzir o biocombustivel
(KNOTHE, 2007). Sendo assim, esse trabalho tem por objetivo testar diferentes
aditivos, a fim de que o biodiesel produzido via rota convencional atenda as
especificagcdes da Resolucdo n245/2014 (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS
NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2014).

Materiais e métodos

Producao do biodiesel B100

A reagdo de transesterificagdo foi realizada em um sistema de refluxo
continuo, composto por agitador magnético com aquecimento, baldo de fundo
chato, barra magnética e condensador. A razdo molar utilizada para a reacdo foi
de 1:6 para o sistema 6leo:dlcool e a quantidade de catalisador (KOH) adicionada
foi de 1% m/m em relagdo a massa de dleo de soja. O sistema foi mantido sob
agitacdo constante por 1 hora, a uma temperatura de 60 °C. Os processos de
lavagem e purificagdo foram conduzidos de acordo com Gerpen et al. (2004).

Aditivos

Com o intuito de avaliar a estabilidade a oxidacdo do biodiesel B100, foram
testados 2 aditivos comerciais e um extrativo. A descricdo detalhada assim como
os nomes de cada aditivo ndo serdo explicitados em respeito aos termos de
confidencialidade da Embrapa Agroenergia. Sendo assim, no decorrer deste
trabalho serdo utilizados os termos Aditivo 1 para o extrativo e Aditivos 2 e 3,
para os comerciais. As concentragGes utilizadas dos aditivos variaram entre 3.000
ppm e 150 ppm. A definicdo da concentracdo a ser empregada com cada aditivo
foi baseada no limite maximo permitido pela ANP (5.000 ppm) e em testes
preliminares. Caso o periodo de indugdo obtido fosse superior ao periodo

[%2]
]
5=}
c
©
S
g}
©
S
()




Quimica de Biocombustiveis e Biomassa

especificado pela ANP, de 8 horas, a concentragdo de aditivo seria reduzida. O
propdsito da reducgdo foi de encontrar a menor concentragdo que satisfizesse a
Resolugdo n° 45/2014 da ANP (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL
E BIOCOMBUSTIVEIS, 2014).

Ensaios de estabilidade oxidativa

Os ensaios referentes a estabilidade a oxidagdo a 110 2C foram conduzidos
com o equipamento Rancimat, modelo 743, da marca Metrohm, conforme norma
europeia EN 14112,

Resultados e discussao

Biodiesel sem aditivos

Depois de produzir o biodiesel via rota convencional, foram realizados
ensaios quanto a sua estabilidade oxidativa a fim de se obter um parametro inicial
para posteriores comparagdes. Foram preparadas triplicatas correspondentes a 3 g
de cada amostra de biodiesel puro (B100), conforme descrito no método EN 14112. A
média de 0,60 horas obtida para o periodo de inducdo foi coerente com os
valores reportados pela literatura para o biodiesel puro (OLIVEIRA, 2012).

Aditivo 1

Para iniciar os ensaios de estabilidade a oxidagdo com o Aditivo 1, foram
utilizadas as concentragdes de 3.000 ppm e 1.500 ppm no biodiesel puro (B100).
Foram preparadas triplicatas correspondentes a 3 g de cada amostra e o aditivo,
para obter as concentra¢des desejadas, conforme descrito no método EN 14112.
O Aditivo 1 apresentou resultados insatisfatorios no que diz respeito ao periodo
de indugdo para as duas concentragGes testadas. As médias do periodo de
inducdo encontradas foram de 1,97 h e 3,14 h para 1.500 ppm e 3.000 ppm,
respectivamente. Considerando o limite de adigdo de 5.000 ppm e certo grau de
linearidade no que diz respeito ao aumento da concentragdo de aditivo e
consequente aumento do periodo de indug¢do, ndo foram realizados outros
ensaios com esse aditivo.
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Aditivo 2

Para realizar os ensaios de estabilidade oxidativa com o Aditivo 2 foram
utilizadas as mesmas concentrag¢des do primeiro estudo com o Aditivo 1, 3.000 ppm
e 1.500 ppm. Foram preparadas triplicatas correspondentes a 3 g de cada amostra
e o aditivo, para obter as concentracdes desejadas, conforme descrito no método
EN 14112. Assim como o Aditivo 1, o Aditivo 2 apresentou resultados
insatisfatorios no que diz respeito ao periodo de indugdo para as duas
concentragdes testadas. A média do periodo de indugdo para a concentragdo de
1.500 ppm foi de 1,76 horas, e para a de 3.000 ppm foi de 1,94 hora, muito abaixo
do periodo especificado pela ANP. Pelos mesmos motivos explicitados para o
Aditivo 1, ndo foram realizados outros ensaios com este aditivo.

Aditivo 3

Com o intuito de se obter a melhor concentragao que satisfaca a resolugao
estabelecida pela ANP, estipularam-se as concentragdes de 800 ppm e 3.000 ppm
a serem aditivadas ao B100. Tais valores iniciais foram diferentes dos utilizados
com os Aditivos 1 e 2 por ja haverem estudos preliminares do Aditivo 3. Foram
preparadas triplicatas correspondentes a 3 g de cada amostra e o aditivo, para
obter as concentragdes desejadas, conforme descrito no método EN 14112 .

A média do periodo de indugdo para as concentragdes de 800 ppm e 3.000 ppm
foram de 15,16 horas e 20,85 horas respectivamente. Tendo em vista que a média
obtida para as duas concentracbes testadas foi superior ao indicado na
especificagdo brasileira, foram testadas concentra¢ées mais baixas. Na Tabela 1,
sdo apresentados todos os resultados obtidos, utilizando-se o Aditivo 3 com
concentragdes variando entre 150 ppm e 3.000 ppm.

Tabela 1. Resultados obtidos com diferentes concentragdes do Aditivo 3.

Concentragao R1 (h) R2 (h) R3 (h) Média (h) Desvio (h)
(ppm)
3.000 20,53 20,94 21,07 20,85 0,28
800 15,09 15,02 15,36 15,16 0,18
500 12,63 12,70 12,30 12,54 0,21
250 10,24 10,51 10,00 10,25 0,25
200 9,35 9,47 9,72 9,51 0,19

150 8,24 8,61 9,01 8,62 0,39
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O resumo dos resultados obtidos com a utilizagdo do Aditivo 3 encontra-se
ilustrado na Figura 2, em que é possivel observar a média dos periodos de
inducdo para cada concentragdo.
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Figura 2. Média dos resultados obtidos em cada concentragdo analisada com o Aditivo 3.

Conclusoes

A utilizacdo dos Aditivos 1 e 2 ndo gerou resultados satisfatérios no que diz
respeito a estabilidade a oxidacdo do biodiesel. O Aditivo 3 mostrou-se eficiente
no que diz respeito ao periodo de indugdo obtido para concentragdes acima de
150 ppm E possivel inferir da Figura 2 que a concentracdo de 150 ppm apresentou
resultados bem préximos aos descritos na Resolucdo n°45/2014 da ANP (AGENCIA
NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2014), com uma
média de 8,62 h. Considerando uma margem de seguranga para aditivar o
biodiesel, a concentragao de 200 ppm do Aditivo 3 mostrou-se ideal, uma vez que
é significativamente inferior ao valor de 5.000 ppm utilizado pela industria e
possui periodo de indugdo superior ao requerido pela norma brasileira.
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Desenvolvimento de um processo verde de
separacao por estireno-divinilbenzeno para
eliminar inibidores de fermentag¢ao do licor
de pré-tratamento acido
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Clenilson Martins Rodrigue54

Resumo

A biomassa de plantas, como o bagaco de cana-de-agucar, sdo constituidas,
principalmente, de celulose, hemicelulose e lignina. Os aglcares presentes nas
fragGes C6 (glicose) e C5 (xilose e arabinose) representam os substratos de maior
interesse econémico. Para a disponibilizagdo dos agucares fermentesciveis, o bagaco
de cana-de-agUcar requer etapas de pré-tratamento. Todavia, o pré-tratamento gera
compostos inibidores de fermentacdo que se agrupam em trés principais categorias:
furano-aldeidos, acidos alifaticos e compostos fendlicos. Este trabalho teve como
objetivo a avaliagdo do potencial de uso da resina de estireno-divinilbenzeno na
separagdo de furano-aldeidos e compostos fendlicos da fragdo dos aglicares em
amostras de licores de pré-tratamento acido do bagaco de cana-de-agucar. Os
resultados obtidos evidenciaram a separagdo da classe dos furano-aldeidos e
compostos fendlicos da fracdo dos acgucares e ndo foram observadas perdas
significativas dos analitos de interesse.

Introdugao

Materiais lignocelulésicos, na forma de biomassa de plantas, como o bagaco
de cana-de-aglcar, sdo constituidos, principalmente, de trés componentes:
celulose, hemicelulose e lignina. Os agucares presentes nas frages celuldsicas
(glicose) e hemiceluldsicas (xilose e arabinose) representam os substratos que
possibilitam a conversdo em produtos quimicos de maior valor econdémico
(CANILHA et al., 2010). O aproveitamento do baga¢o de cana-de-aglcar requer
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uma etapa de pré-tratamento para a disponibilizacgdo dos agucares
fermentesciveis. Entretanto, em decorréncia das condi¢cbes empregadas nos pré-
tratamentos, uma série de compostos sdo gerados, dentre os quais, alguns
podem atuar como inibidores potenciais do processo fermentativo. Os produtos
de degradacdao dos agucares e da lignina, que sao inibidores da fermentagao
bem descritos, se agrupam em trés categorias: derivados furanicos (furfural e
5-hidroximetilfurfural -HMF), acidos organicos fracos (acido férmico e acido
acético) e compostos fendlicos (acido cumarico e 4acido ferdlico) (BETANCUR;
PEREIRA, 2010).

Resinas de estireno-divinilbenzeno do tipo Amberlite” sdo esferas
poliméricas utilizadas em procedimentos de separagdao cromatografica, em
virtude da sua porosidade, hidrofobicidade, alta area superficial e pureza. Essas
resinas sdao também empregadas na obtengdo de amostras em grande escala. A
resina Amberlite” possui granulometria especifica. Assim, aspectos como tamanho
da particula, superficie de contato, volume e didametro dos poros caracterizam
cada tipo de resina XAD" comercial que pode ser empregada. Nesse sentido, ha
resinas XAD na forma de polimero organico ndo idnico, apolar e hidrofébico,
estavel em ampla faixa de pH (SIGMA ALDRICH, 2016), o que se mostra bastante
adequada para aplicagdo em amostras de licores de pré-tratamento de biomassa
lignoceluldsica.

Face a composi¢do quimica do licor do bagaco de cana-de-agucar, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial de uso da resina XAD na separagdao de
furano-aldeidos e compostos fendlicos da fragdo dos agucares.

Materiais e métodos

Utilizou-se neste estudo uma amostra-modelo de licor de bagacgo de cana-de-
acucar, obtida por hidrélise acida e identificada como Licor 1. Como controle,
usou-se uma aliquota de 1 mL do Licor 1 diluida para o volume finalde 5 mL e a

amostra foi injetada no HPLC-RID-PDA. Pesou-se 50 g da resina Amberlite XAD

(Supelco) umida em etanol e empacotou-a em uma coluna de vidro (100 cm x 2,5 cm).
Para o procedimento de ativacdo e condicionamento da resina, utilizou-se etanol
e H,0, respectivamente. Posteriormente, inseriu-se 100 mL do Licor 1 na coluna
de vidro empacotada com resina, seguido por 70 mL de H,0, o efluente coletado
foi denominado 1° eluato. Em seguida, aplicou-se 100 mL de etanol e obteve-se o
2° eluato.
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Em seguida, o 1° eluato foi transferido para um baldo volumétrico de 250 mL
e o volume foi ajustado com H,0 Milli-Q. Transferiu-se o 2° eluato para o baldo
volumétrico de 100 mL e o volume foi ajustado com etanol. Apds o ajuste do
volume, uma aliquota de cada amostra foi filtrada em filtros do tipo Millex” com
membrana de PVDF com 0,22 um de poro e transferida para vails de 1,5 mL,
sendo estes identificados segundo a sua respectiva quantidade de carga, tipo de
eluato e metodologia correspondente. Posteriormente, aliquotas de 10 pulL, de
cada eluato, foram injetadas no HPLC-RID-PDA.

Amostras analisadas por HPLC-RID foram analisadas segundo as seguintes
condigBes: acucares, acidos alifaticos e furano-aldeidos foram seletivamente
separados em uma coluna Aminex HPX-87H; a temperatura da coluna foi
configurada em 45 °C; o detector por indice de refracdo foi mantido a 45 °C; a
fase movel usada foi H,SO, preparado com H,O0 Milli-Q a 5 mM; a vazdo
empregada foi de 0,6 mL/min; o tempo total de cada anélise foi de 60 minutos e o
volume de injecdo das amostras foi de 10 pL.

Amostras analisadas por UPLC-PDA foram analisadas segundo as seguintes
condigdes: a composi¢do fendlica e de furano-aldeidos foi analisada por meio de
uma coluna Acquity UPLC® HSS T3 (150 x 2,1; 1,8 um), sob um volume de inje¢do
de 1 pL; fase mével composta por ACN e TFA 0,05%; taxa de fluxo a 0,5 mL/min;
temperatura do forno configurada em 40 °C; temperatura do detector em 40 °C e
o tempo de execucdo foi de 11,36 minutos. Os cromatogramas foram analisados
em 280 nm e 325 nm. Os picos foram caracterizados pela comparagao do tempo
de retengdo e espectro UV com o respectivo padrdo e pela coinje¢do de amostra
padrdo e amostras legitimas.

Resultados e discussao

Os resultados obtidos a partir das andlises qualitativas (perfil cromatografico
das amostras) e quantitativas (teor dos compostos quimicos recuperados) por
HPLC-RID-PDA apresentam a eluicdo majoritaria dos agucares e acido acético no
primeiro eluato, e os demais inibidores eluiram majoritariamente nas fragdes do
segundo eluato.

Na Tabela 1, apresenta-se a quantificacdo e recuperagdo dos constituintes
quimicos presentes no licor. Evidencia-se que os agUcares permaneceram
majoritariamente no 1° eluato. O 2° eluato reteve os furano-aldeidos e compostos
fendlicos. Ndo foram observadas perdas significativas dos analitos de interesse,
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uma vez que todos os aglicares apresentaram uma taxa de recuperagao acima de
93%.

Tabela 1. Taxas de recuperagdo de agucares, furano-aldeidos, 4cidos alifaticos e compostos
fendlicos apds o processo de separagao por Resina XAD-2.

Substancias Recuperagdo 1° eluato (%)1 Recuperagdo 22 eluato (%)1
Xilose 93.09 4.77
Glicose 93.73 4.61
Celobiose 95.46 5.38
Arabinose 95.88 5.09
Acido acético 88.87 7.74
HMF 12,74 73,44
Furfural 21,63 60,29
Cumarico 3,04 81,69
Ferulico 1,19 86,68

1 ~
Recuperagdo com base na amostra controle.

Conclusoes

A utilizacdo da técnica de extracdo em fase sélida com a resina Amberlite
XAD pode ser uma boa estratégia empregada na elimina¢do de furano-aldeidos e
compostos fendlicos do licor do bagaco de cana-de-aglcar, uma vez que os
acucares eluiram majoritariamente no primeiro eluato e ndo foram evidenciadas
elui¢des significativas de compostos fendlicos e furano-aldeidos na fracdo dos
acucares. Infere-se que a utilizagdo da resina na separagdo dos aglcares dos
inibidores é viavel, pois € uma técnica que possui menor custo econémico e
propicia viabilidade de aumento de escala, o que pode permitir a avaliacdo de
processos fermentativos durante a etapa de downstream.

Quanto a utilizagdo de etanol e H,0 como solvente de elui¢do, representa
um aspecto positivo ao ambiente, uma vez que sdo solventes de grande
disponibilidade, atéxico, de baixo custo econémico e seu processo de produgdo é
caracterizado como menos agressivo ao meio ambiente. A utilizacdo do etanol
garantird que as fragbes do licor de bagaco de cana-de-aglcar ndo contenham
tragos de outros solventes apolares (como, por exemplo, a acetonitrila, que é um
solvente amplamente empregado em processos de separagdo cromatografica)
que podem ser tdxicos aos microrganismos durante o processo de fermentacao.
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Portanto, o uso de etanol e H,0 como solvente de eluigdo torna-se promissor
nesse tipo de aplicagdo.
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Analise da composi¢ao quimica de cinco
variedades de capim-elefante por métodos
diferentes
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Resumo

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) é uma graminea
considerada como uma alternativa sustentdvel para a producgdo de energia e
biocombustiveis em razdo da sua alta eficiéncia fotossintética (metabolismo C4),
grande capacidade de acumulacdo de matéria seca e de fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Por ser uma forrageira, geralmente, o capim-elefante tem a sua
composi¢dao quimica determinada por analise bromatoldgica. Para a produgdo de
biocombustiveis, a composi¢do quimica deve ser avaliada por métodos com maior
exatiddo. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os teores
de celulose, hemicelulose e lignina de variedades de capim-elefante por analise
bromatoldgica e pelo protocolo do National Renewable Energy Laboratory (NREL).
As andlises dos teores de celulose, hemicelulose e lignina resultaram em valores
diferentes nos dois métodos avaliados. O método adotado pelo NREL apresentou
maiores teores de lignina e menores de celulose e hemicelulose do que aqueles
obtidos na analise bromatoldgica.

Introdugao

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) é uma forrageira
tradicionalmente utilizada na alimentagao de rebanhos leiteiros, sob a forma de
capineira e, em menor escala, como forragem conservada. E uma graminea que
apresenta grande capacidade de acumulacdo de matéria seca e composicdo
bromatoldgica adequada para alimentagdo animal, com um percentual de fibra
elevado (QUESADA et al., 2004).

! Graduanda em Farmacia, Universidade de Brasilia, carolina.als94@gmail.com

? Quimica, mestre em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, analista da Embrapa Agroenergia, raquel.campanha@embrapa.br

: Engenheiro-agrénomo, doutor em Genética e Melhoramento, pesquisador da Embrapa Gado de Leite, juarez.machado@embrapa.br
* Farmacéutica bioquimica, doutora em Quimica, pesquisadora da Embrapa Agroenergia, patricia.oliveira@embrapa.br
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Quimica de Biocombustiveis e Biomassa

Atualmente, o aumento da demanda energética mundial tem exigido o
desenvolvimento de processos economicamente vidveis. Dessa forma, o
aproveitamento de biomassa lignoceluldsica tem se tornado de grande relevancia. Os
principais usos da biomassa como insumo energético sao: a producdo de energia
térmica (carvdo vegetal, lenha e residuos agroflorestais), producdo de energia
mecanica (alcool combustivel e bio-6leos) e produgdo de energia elétrica (combustdo
direta, gaseificagdo e queima de gases). Em todos os casos, o capim-elefante é
considerado como uma alternativa sustentdvel, em razdo da sua alta eficiéncia
fotossintética (metabolismo C4), grande capacidade de acumulagdo de matéria seca e
de fixagdo bioldgica de nitrogénio; além de suas propriedades quimicas (ANDERSON
et al., 2008; MORAIS et al., 2009).

As anadlises de composicdo quimica com foco em nutricdo, ou seja,
bromatoldgicas, sdo fundamentais quando o objetivo é avaliar a qualidade de
alimentos e ragdes animais. A quantificagdo dos componentes presentes nas
gramineas possibilita a producdo de ragGes mais eficientes e racionaliza a
utilizacdo de recursos (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). Para a andlise da composi¢do
quimica de biomassas lignoceluldsicas para a producdo de bioenergia, ha a
necessidade de métodos com maior exatiddo e com mais informacgdGes a respeito
da parede celular e de outros constituintes da biomassa. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho é comparar os principais métodos de analise quantitativa de
celulose, hemicelulose e lignina em diferentes variedades de capim-elefante.

Materiais e métodos

Amostras de cinco variedades de capim-elefante (Tabela 1) coletadas no
banco de germoplasma da Embrapa Gado de Leite foram secas em temperatura
ambiente e trituradas em moinho de facas tipo Wiley.

Tabela 1. Variedades de capim-elefante analisadas.
Variedades
Trés Rios
Pusa Napier n® 2
Merkeron de Pinda
Taiwan A-144

Elefante da Colémbia
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As amostras de capim-elefante foram analisadas em relagdo aos teores de
fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose
(HCEL), celulose (CEL), lignina (LDA), segundo técnicas descritas no Manual de
Laboratérios (NOGUEIRA; SOUZA, 2005): solo, agua, nutrigdo vegetal, nutrigdo
animal e alimentos. As mesmas amostras de capim-elefante foram analisadas em
relacdo aos teores de carboidratos estruturais e lignina de acordo com o
protocolo do National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al., 2008).
Para a determinagdo de celulose, foi considerado o teor de glucana, e, para
hemicelulose, foi considerada a soma de xilana, arabinana e grupos acetil. Todas
as andlises foram realizadas em duplicata. A diferenga entre as médias foi
estatisticamente avaliada pelo software Excel usando o teste t Student (p<0,05).

Resultados e discussao

A determinacao dos teores de carboidratos estruturais e lignina pelo método
do NREL consiste basicamente na hidrélise do material com acido sulfirico 72%,
que posteriormente é colocado em um banho termostatico a 30 °C por 1 hora. O
material sélido resultante é denominado lignina Klason ou lignina insoltvel. Na
fragdo liquida, sdo determinados os teores de lignina soluvel por
espectrofotometria em 240 nm e o teor dos carboidratos estruturais (CE) é
determinado por cromatografia liquida com detecgao por indice de refragdo.

J4 a analise bromatoldgica de determinagdo de fibra em detergente neutro
(FDN) consegue aferir o componente fibroso da biomassa (hemicelulose, celulose
e lignina) por gravimetria. Apds a analise de FDN, é realizada a determinagdo de
fibra em detergente acido (FDA), que sdo a celulose e lignina. Apds a obtengdo de
FDA, ha uma ultima etapa de hidrélise em acido sulfurico 72%, em que é obtido
um residuo sélido final constituido de lignina. Nessa etapa final, a lignina solivel
em acido ndo é medida, como ocorre no método NREL.

Os valores descritos na literatura sobre a composi¢do quimica de biomassa
lignoceluldsica varia em fungdo do tipo de biomassa e normalmente apresenta
35-50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma
pequena quantidade de cinzas e extrativos (SANTOS et al., 2012).

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que os valores obtidos
para as cinco variedades de capim-elefante nas analises bromatolégicas e pelo
método do NREL se encontram dentro da faixa esperada para biomassas
lignoceluldsicas, porém, ndo podem ser considerados equivalentes. Os valores
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encontrados para cada uma das cinco espécies em replicatas bioldgicas pelo
método do NREL foram uma média de 37,2 para glucana, 13,49 para xilana, 2,65
para arabinana e 3,09 para grupos acetil da variedade Elefante da Colémbia. A
variedade Trés Rios apresentou uma média de 35,5 de glucana, 13,04 de xilana,
2,66 de arabinana e 3,24 de acetil. Os valores encontrados para a variedade Pusa
Napier n2 2 foram 37,73 de glucana, 13,80 de xilana, 2,58 de arabinana e 3,61 de
acetil. O capim-elefante da variedade Merkeron de Pinda apresentou os seguintes
valores: 37,08; 13,03; 2,50 e 3,36, respectivamente, para glucana, xilana,
arabanina e acetil. A outra variedade analisada, Taiwan A-144, apresentou em
média os seguintes valores: 37,57 para glucana, 14,14 para xilana, 2,82 para
arabinana e 3,60 para grupos acetil.

Tabela 2. Valores, em base seca, de celulose, hemicelulose e lignina de cinco variedades de
capim-elefante.

Método* Cel Hcel Lig
Bromatoldgico 41,51+0,67° 27,16+0,10° 10,22+0,23°
NREL 37,18+1,08" 19,47+0,85° 23,53+1,03°

*Cada valor representa a média de duas determinagdes de cinco amostras com o respectivo desvio
padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo
teste t de Student (p<0,05).

A principal diferenga nos resultados se refere ao teor de lignina, pois o teor
encontrado pelo método do NREL é quase o dobro que o obtido na analise
bromatoldgica (Tabela 2). A analise do teor de lignina é considerada de grande
dificuldade em termos de exatiddo, em decorréncia da complexidade inerente a
parede celular de gramineas. Existem varios métodos para quantificacdo de
lignina (Klason, lignina detergente acido, brometo de acetila, tioglicocato, etc.),
mas ainda ndo ha um método nao invasivo, rdpido, que permita uma andlise de
grande nimero de amostras na rotina e que produza resultados exatos.

O teor de lignina encontrado pelo método do NREL é um valor relativamente
alto, porém nesse valor esta incluida a lignina que foi solubilizada pelo acido e
determinada por espectrofotometria a 240 nm. Neste resultado, a possibilidade
de interferéncia da celulose ndo hidrolisada estar aumentando o valor de lignina
obtido é minima, pois a formagdo de celobiose é monitorada por cromatografia
durante a analise de carboidratos estruturais. O teor subestimado para a lignina
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na andlise bromatoldgica se deve ao fato de a lignina soltvel ndo ser quantificada
e, portanto, nao ha como medir a extensdo dessa solubilizagdo.

Como os valores de celulose, hemicelulose e lignina na analise bromatoldgica
sao estimados por cdlculos a partir de FDN, FDA e LDA, o valor subestimado de
lignina ird influenciar diretamente no teor de celulose que ficara aumentado.

Os teores discrepantes de hemicelulose se devem a diferenga de métodos,
no método do NREL, o teor de hemicelulose é obtido a partir da analise
cromatografica de carboidratos estruturais e, na andlise bromatoldgica, a partir
da determinacdo de FDN e FDA (FDN menos FDA). Pela analise cromatografica de
carboidratos estruturais, obtém-se os constituintes da parede celular e uma parte
sofre degradacdo. Nessa etapa, pode-se fazer a correcdo com um padrdo de
carboidratos que sdo hidrolisados nas mesmas condi¢cGes, pelos produtos de
degradacdo (furfural e hidroximetilfurfural) ou optar pela ndo corregdo, como foi
realizado neste trabalho. De qualquer forma, os valores encontrados no método
do Nrel sdo sempre estimados de acordo com os constituintes da parede celular,
fornecendo um valor mais correto da hemicelulose para analise de biomassa
lignoceluldsica para produgao de energia, enquanto na analise bromatoldgica sdo
estimados pelos célculos de FDN, FDA e LDA.

Conclusoes

Apesar das diferengas encontradas, a andlise bromatoldgica é de grande
utilidade na rotina de laboratérios de nutricdo animal, pois € um método de boa
precisdo e permite avaliar grande numero de amostras simultaneamente.
Considerando-se a andlise de biomassa lignoceluldsica para produgdo de energia
e bicombustiveis, apesar de serem dispendiosos e de execuc¢do lenta, os
protocolos do NREL sdo aceitos internacionalmente e produzem resultados com
melhor exatiddo. Tendo em vista que, atualmente, a demanda energética mundial
aumentou e que tem sido necessario o desenvolvimento de obtencdo de energia
de forma sustentavel, acredita-se que o protocolo do NREL é adequado para essas
analises voltadas para a produgdo de energia e biocombustiveis e espera-se que
num futuro proximo seja possivel criar condi¢cdes favoraveis para uma execugao
mais rapida do método, otimizando o processo.
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Caracterizacao quimica e fisica de residuos
industriais de dendé tenera e hibrido
manicoré

Larissa Silva Fonseca’, Raquel Bombarda Campanhaz, Marcos Ené Chaves
Oliveira®, Simone Mendon§a4

Resumo

A producdo do dendé tem aumentado no Brasil, sendo que o estado do
Para concentra a maior parte da sua produgdao e processamento. O objetivo
do trabalho foi caracterizar e comparar os residuos gerados em diferentes
industrias, épocas do ano, e origens para, entdo, apontar possiveis usos deste
residuo agroindustrial. Diferentes lotes de fibras de prensagem e efluente
liguado (POME — Palm oil mil efluente) gerados do processamento do dendé
(Elaeis guineensis) variedade tenera ou do hibrido interespecifico (Elaeis
guineensis x Elaeis oleifera) BRS Manicoré, originaria de duas empresas, foram
comparados. As fibras de dendé hibrido apresentaram maior variagcdao na
composicdo que as de dendé tenera. Ndo existe um padrdo na distribuicdo de
tamanho de particula das fibras, variando muito entre as amostras analisadas.
As fibras possuem alta umidade (31,2 a 34,2%) necessitando de rapido
processamento para que ndo ocorra multiplicagdo de microrganismos, e
também relevante teor residual de extrato etéreo (em torno de 9,1—11,8%
em base seca), indicando potencial para melhoria nos processos e/ou
oportunidade para utilizacdo desta fibra para extracdo de substancias
lipossoluveis. No POME, a composi¢cdao foi mais influenciada pelo local de
processamento (empresa) que pela sazonalidade ou origem genética da
matéria-prima. O alto teor de sdlidos e principalmente matérias graxas
indicam a importancia de tratamentos adequados para minorar os impactos
ambientais, tais como a producdo de biogds ou cultivo de microalgas.
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Introdugao

A demanda mundial pelo dleo de dendé aumentou 167% entre 1998 e 2010.
O dendé é a oleaginosa cultivada de maior produtividade, com rendimento de até
4 a 6 ton de 6leo por hectare/ano. Grande parte desta produtividade deve-se ao
fato dos investimentos em melhoramento genético que resultou no aumento de
300% na produtividade média desta espécie. Dois dleos sdo extraidos desta
palmeira, o 6leo de palmiste, extraido da améndoa e dleo de palma, extraido da
polpa que se caracteriza pela cor que vai do amarelo ao vermelho devido a
presenga de grande quantidade de carotenoides, que sdao pigmentos com
propriedades antioxidantes. Existem duas espécies no género Elaeis de interesse
econdmico: E. guineensis e E. oleifera, originarias da Africa e da América do Sul,
respectivamente. A Embrapa, fazendo uso da hibridacdo interespecifica entre o
caiaué (E. oleifera) e o dendé de origem africana (E. guineensis) desenvolveu o
hibrido BRS Manicoré, cultivar tdo produtiva quanto a de dendé guineensis e com
caracteristicas do caiaué, como baixo porte e resisténcia a anomalia do
amarelecimento fatal. Seu dleo apresenta maiores teores de acidos graxos
insaturados e metabdlitos bioativos como carotenoides, tocoferdis e tocotriendis,
0s quais possuem importante poder antioxidante.

O aumento da demanda por 6leo de palma, resultard em maior geragao de
residuos desta industria. A extracdo do dleo de dendé gera diversos subprodutos,
como cachos, fibra de prensagem, torta de palmiste, entre outros. A incorporagdo
desses subprodutos como ingredientes na ragdo de ruminantes tém sido
estudada, mas outras aplicagbes podem ser sugeridas a partir da melhor
caracterizacdo deste material. A fibra, conhecida também como torta de dendé, é
o residuo da prensagem do mesocarpo de dendé. O POME (palm oil mill efluent) é
uma suspensdo coloidal composta principalmente de 4&gua, resultante do
processo de separacdo do dleo de dendé. Devido a crescente preocupagdo
mundial com o meio ambiente, estudos visando o aproveitamento desses
residuos se tornam essenciais para uma economia sustentavel.

Ainda ndo existem estudos caracterizando os residuos do hibrido
interespecifico, o que seria um importante passo para indicar possiveis usos para
agregacdo de valor a este residuo agroindustrial. Assim, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar e comparar as diferentes fibras de prensagem oriunda do
processamento do hibrido BRS Manicoré com aquelas oriundas do dendé tenera
(Elaeis guineensis), provenientes de duas unidades de processamento.
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Materiais e métodos

Foram analisados trés diferentes lotes da fibra de dendé hibrido (FDH),
coletado na empresa X, localizada na regido metropolitana de Belém-PA, sendo o
lote 1 em margo/2015, o lote 2 em agosto/2015 e lote 3 em mar¢o/2016; e dois
lotes da fibra de dendé tenera/guineensis (FDG) coletadas também na empresa X,
em marg¢o/2016 e maio/2016. Uma aliquota foi utilizada para a determinagdo de
umidade — amostra seca ao (ASA) e granulometria. O restante do material foi seco
em estufa com circulagdo e renovagao de ar durante 5 dias a temperatura
ambiente e posteriormente moidas em moinho de facas tipo Willye (STAR FT-60,
Fortinox). A determinagdo da granulometria consistiu no fracionamento da
amostra utilizando peneiras com malhas de 2,0, 0,85, 0,425, 0,30, 0,15 mm de
abertura, com agitacdo mecanica por 10 minutos. As analises da fibra quanto ao
teor de matéria seca (MS), cinzas, extrato etéreo (EE) e proteina bruta (PB). A
partir dos teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), e lignina (LIG) foram calculados os valores de hemicelulose (HCEL) e
celulose (CEL) (NOGUEIRA et al., 2005).

Dois lotes do POME oriundos da empresa X, um de dendé hibrido e outro de
dendé guineensis, foram coletados em margo/2016; e um lote de dendé
guineensis da empresa Y, distante 120 km de Belém-PA foi coletado em
novembro/2015. Estas amostras foram analisadas quanto ao teor de sdlidos
totais, solidos soliveis e soélidos suspensos de acordo com metodologia
empregada na andlise de efluentes industriais (Métodos 2540B e 2540D — APHA,
1999). Uma aliquota do material foi liofilizada e teve o teor de cinzas (NOGUEIRA
et al., 2005) e o teor de extrato etéreo (AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY, 2005)
(Method Am5-04) determinados.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias de todas as
amostras de fibra comparadas entre si por teste de Tukey a 5% de probabilidade,
e a comparagao por teste T quando se comparou o conjunto de fibras de dendé
hibrido contra as de dendé tenera (Elaeis guineensis). Foi ultilzado o software
Excel 2010.

Resultados e discussao

As amostras de fibra de dendé foram recebidas com umidade (ASA) variando
entre 31,2 e 34,16%, evidenciando a necessidade da pré-secagem deste residuo
para adequado armazenamento. Apenas as amostras com menos de 10% de
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umidade sdo estdveis suficientes para serem armazenadas a temperatura
ambiente.

A distribuicdo granulométrica (em porcentagem de cada fragdo) das
amostras de fibra estd apresentada na Tabela 1. Houve grande variagdo de
distribuicdo do tamanho de fibras entre os lotes avaliados. A maior parte do
material (36 a 63%) era composta por fibras bem alongadas, que formavam
novelos e acumulavam na peneira com 2 mm de abertura. Outra parte do material
(15 a 37%) apresentou granulometria média entre 2 e 0,425 mm; e uma ultima
fracdo foi composta basicamente por um pd muito fino, menor que 0,425 mm,
representando 19 a 35% do material.

Os resultados de cinzas, extrato etéreo, proteina, fibra em detergente neutro
e fibra em detergente 4cido estdo apresentados na Tabela 2. Foram realizados
dois testes de comparagdo de médias, Tukey (comparagdo das 3 fibras de hibrido
entre si) e teste T (comparagdo da média dos resultados do dendé hibrido x dendé
guineesis).

Tabela 1. Distribuigdo percentual das fibras de dendé hibrido e guineensis de acordo com a
granulometria.

Amostra %Grossa %Média %Fina
FDH - Lote 1 (margo2015) 61 20 19
FDH - Lote 2 (agosto2015) 38 37 25
FDH - Lote 3 (margo2016) 57 23 19
FDG - Lote 1 (margo2016) 63 15 22
FDG - Lote 2 (maio2016) 36 29 35

FDH: fibra de dendé hibrido, FDG: fibra de dendé guineensis.

Médias seguidas da mesma letra minuscula e mailscula na coluna, indicam
semelhanca estatistica entre os lotes e as fibras, respectivamente. FDH: fibra de
dendé hibrido; FDG: fibra de dendé guineenses.

A comparacgao dos diferentes lotes de fibra de prensagem do dendé hibrido
mostrou que o segundo e o terceiro lote podem ser considerados semelhantes
guanto aos resultados de cinzas, extrato etéreo, proteina e FDN. O resultado de
lignina variou de 22,69 a 25,21%, sendo que o primeiro e o terceiro lote sdo
semelhantes. Na comparacdo das fibras do dendé hibrido e a fibra do dendé
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guineense, quanto a sua composicao, observou-se que o extrato etéreo, proteina,
FDN, celulose e hemicelulose sdo semelhantes estatisticamente.

Tabela 2. Composigdo das fibras de prensagem de dendé hibrido e guineensis.

Cinzas Extrato FDN FDA  Lignina Protein Celulose Hemicelulose
Amostras

(%) Etéreo (%) (%) (%) (%) a (%) (%) (%)
FDH - 3,26 6,09+ 78,78+ 56,17+ 22,69+ 519+ 4549+ 21,75+
Lote 1 0,09° 0,03° 0,34° 037° 029° 0,27 1,00 1,09°
FDH - 523t 11,24+ 70,14+ 56,10+ 2521+ 7,78+ 35,64+ 12,98+
Lote 2 0,16 0,12° 0,86° 0,62° 047° 0,35 0,85° 2,93
FDH - 5,90+ 9,86+ 70,26+ 52,16+ 23,90+ 8,41+ 25,04+ 18,10+
Lote 3 0,31° 0,11° 0,52° 0,32° 063" 0,02° 0,74° 0,25°

4,86+ 9,06+ 72,66+ 54,65+ 23,91+ 7,78+ 3539+ 17,61+
Média B A A A A A A A

1,15 2,18 423" 2,12 1,20 1,55 8,89 4,12
FDG — 6,05+ 10,96+ 74,87+ 51,99+ 20,39+ 6,57+ 27,77+ 22,88+
Lote 1 0,03° 0,33° 0,52° 0,71° 0,01° 0,13° 0,63° 1,39°
FDG - 6,23+ 11,80+ 71,95+ 51,75+ 1895+ 8,69+ 29,47+ 19,82+
Lote 2 0,15° 0,21° 0,83° 080° 1,16  0,22° 1,25° 0,17°

6,16+ 11,38t 72,22+ 51,55+ 19,67+ 7,84+ 28,62t 21,35+
Média A A A B B A A A

0,16 0,55 1,96" 0,84 1,26 1,18 1,29 1,90

O teor de extrato etéreo para as amostras foi de 9,1 a 11,8% (com exceg¢do
do Lote 1, que apresentou 6,1%), indicando boa eficiéncia na extragdo de dleo
pela industria, uma vez que inicialmente o mesocarpo pode apresentar até 70%
de extrato etéreo em base seca. No entanto, ainda ha espaco para melhorias no
processo, uma vez que na literatura geralmente sdo relatados teores em torno de
6%.

Os teores de proteina mostraram-se semelhantes aos valores relatados por
Fariani et al. (2015) (5,20%), assim como os valores de celulose (22,50%). Porém,
os valores encontrados por Fariani et al. (2015) para FDN (43,40%), FDA (36,30%),
lignina (9,2%) e hemicelulose (7,10%) foram bem diferentes. Segundo Thambirajah
e Kuthubutheen (1989), a fibra de prensagem do dendé apresenta valores altos
para fibra (78%) e aproximadamente 22% de lignina, aproximando-se mais dos
resultados encontrados neste trabalho. Essa diferenca pode estar relacionada
com diversos fatores, como a variedade do dendé, método de extra¢do do dleo e
sazonalidade.
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O terceiro lote da fibra de dendé hibrido apresentou 25,04% de celulose e a
fibra de dendé guineensis apresentou em média 28,62% de celulose. Teores de
celulose e hemicelulose variaram entre os diferentes lotes de dendé hibrido
analisados, indicando que materiais desta origem genética ainda apresentam
grande variagdao na composicdo. As fibras de dendé guineensis, mesmo sendo
originarios de empresas diferentes, ndo apresentaram a mesma amplitude de
variacdo. Em relagdo a sazonalidade, os Unicos parametros que parecem ter sido
afetados foram os teores de lignina e hemicelulose, sendo que a lignina é maior
qgue a hemicelulose nos meses mais chuvosos (margo).

A determinagdo da concentragdo de sélidos totais no POME envolve todos os
compostos particulados e dissolvidos como metais, sais inorganicos, dleos e
graxas e matéria organica presentes no efluente. Oleos e graxas consistem no
conjunto de substancias que um determinado solvente consegue extrair da
amostra e que n3o se volatilizam durante a evaporacio do solvente a 100 °C. E
importante parametro nos efluentes, uma vez que sua alta concentragdo nas
dguas naturais poderia causar seu acumulo nas superficies, podendo trazer sérios
problemas ecoldgicos por dificultar as trocas gasosas que ocorrem entre a massa
liqguida e a atmosfera, especialmente a de oxigénio. No presente trabalho, o teor
de graxas foi calculado a partir do resultado de extrato etéreo determinado no
POME liofilizado e do teor de sdlidos totais.

Tabela 3. Composi¢do do Pome.

Sélidos Sélidos Sélidos . Matéria
. .. Cinzas Extrato
Amostras Totais Suspensos Soluveis (%) Etéreo (%) Graxa pH
0
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Lote 1- 130.140+ 76.333+ 53.473% 4,38+ 33,06+
Hibrido 9.051° 7.178° 2.303° 0,08° 0,58° 43.02430 487
Lote 2 - 126.970+ 85.800+ 46.233+ 6,04+ 46,31+
Guineensis 13.506° 6.147° 3.590° 0,06° 1,00 >8.799,80 4,76
Lote 3 - 81.680+ 12.160+ 58.200+ 15,97 18,15+
.680+ .160+ .200+ + ,15+
Guineensis 57" 4.024° 7.201° 0.04° 0,55° 14.824,90 4,76

*Meédia t desvio padrdo

**Letras diferentes indicam médias diferentes (p<0,05).

O local de coleta (empresa) foi o fator que mais impactou nas diferencas de
composi¢cdo do POME. A origem genética do material parece ndo ter sido um
fator relevante nos parametros analisados.
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Como mostrado na Tabela 3, lote 2 foi o que apresentou maior teor de
solidos suspensos, extrato etéreo e matéria graxa. De acordo com Rupani e
colaborares (2010), o POME fresco apresenta pH acido (entre 4 e 5), alta
concentracio de matéria organica, alto teor de sélidos totais (40.500 mg L™), éleo
e graxa (4.000 mg L), sélidos suspensos (18.000 mg L™). Todos os lotes diferiram
dos valores encontrados na literatura, sendo que o lote 3 do POME apresentou os
valores mais préximos.

Conclusoes

As fibras de hibrido de dendé apresentaram maiores variagdes quanto a
granulometria e a composicao bromatoldgica quando comparada a fibra de dendé
guineenses. Em relagdo a sazonalidade, houve pequena influéncia na composicao
do dendé hibrido, sendo o teor de lignina maior e o teor de hemicelulose menor
nos meses mais chuvosos (margo). A composi¢do do POME é mais afetada pelas
condigcGes de processamento do que pela origem genética e época de coleta.
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Avaliacao da eficiéncia de obtencao de
extratos e de metabodlitos polares de
Crambe abyssinica com o uso de solventes
quimicamente limpos

Rodrigo Wesley Nascimento de Melol, Mauro Vicentini Correiaz, Patricia
Pinto Kalil Gongalves Costa3, Clenilson Martins Rodrigue54

Resumo

Crambe abyssinica é uma planta oleaginosa pertencente a familia
Brassicaceae, nativa da regido Mediterranea, que ocorre principalmente nos
locais de clima quente-temperado da Etiépia com moderada pluviosidade. E uma
cultura de facil adaptagdo nas regides mais frias e secas, tendo alguns cultivos
comerciais no Brasil. O crambe tem sido classificado como matéria-prima
promissora para extracdo de 6leo ndo alimentar que pode ser empregado na
produgdo de biodiesel. O material de prensagem das sementes de crambe
apresenta alto teor proteico, mas, em decorréncia da toxicidade de algumas
classes de substancias pertencentes na sua composicdo, ndo pode ser utilizado
como suplemento alimentar na dieta de animais. Por outro lado, esse material
apresenta rica composicao quimica, com metabdlitos que podem apresentar
aplicagdes variadas, em virtude das atividades bioldgicas de alguns desses
compostos quimicos. Dessa forma, visando agregar valor a cultura do C
abyssinica, este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes processos de
extracdo das sementes de crambe, com uso de solventes quimicamente limpos,
como agua e etanol, para obter o maximo de rendimento dos extratos obtidos,
bem como do teor dos compostos quimicos majoritdrios de interesse.

Introdugao

As sementes de crambe (Crambe abyssinica) vém sendo objeto de estudos
pelo fato de apresentar grande potencial como matéria-prima para a produgdo do
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biodiesel (FALASCA et al., 2010), além de fornecer outros compostos quimicos
que apresentam inUmeras atividades bioldgicas, tais como: antibactericida,
anticancerigenas, inseticida e herbicida (VIG et al., 2009).

O crambe é oriundo da regido Mediterranea e ocorre principalmente nos
locais de clima quente-temperado da Etidpia com moderada pluviosidade. Essa
cultura vem sendo adaptada ao clima brasileiro com facilidade, podendo ser
cultivado tanto em clima mais frio, como no Sul do Pais, como em lugares mais
quentes e secos, como no Centro-Oeste. Outra vantagem dessa cultura é que o
seu plantio ocorre entre abril e maio e ndo coincide com o periodo da safra da
soja (FALASCA et al., 2010).

O material resultante do processamento das sementes de crambe apresenta
elevada quantidade de proteinas, o que a tornaria excelente matéria-prima para
nutricdo animal. Entretanto, por conta da alta toxicidade de algumas classes de
substdncias, o uso para suplementagdo animal é inviabilizado (ATABANI et al.,
2013).

Em decorréncia da importancia biolégica dos metabdlitos de crambe e dos
seus produtos de hidrélise, é necessario quantificar esses compostos quimicos nas
sementes. No entanto, existem inimeras barreiras que precisam ser superadas
para conseguir avaliar esses materiais de forma quantitativa. A principal delas é a
auséncia de padrdes comerciais. Hd também dificuldades em se obter todos os
produtos da hidrdlise enzimatica. As estratégias mais comuns sdo a realizagédo da
quantificagdo relativa em caso de auséncia de padrées e a quantificagdo
especifica quando hd padrGes comerciais ou quando é vidvel isolar esses
componentes e usa-los como padrdes na etapa de calibragdo (KONG et al., 2012).
Dessa forma, seria possivel estabelecer quais compostos sdo os responsaveis
pelas atividades bioldgicas citadas na literatura.

Outro grande entrave esbarra na obtencdo desses metabdlitos que possuem
caracteristicas muito hidrofilicas. Por ser uma oleaginosa, a extra¢gdo baseada em
solventes organicos tende a remover principalmente os acidos graxos das
sementes e o0s compostos quimicos de interesse acabam ocorrendo em
concentragBes muito baixas. Com isso, o objetivo deste trabalho foi realizar
extragcdes das sementes de crambe, partindo de uma mesma propor¢do de
material vegetal e com a varia¢do do tipo de solvente utilizado (agua e etanol) e
da temperatura de extragdo. Com base nas massas recuperadas e com a
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quantificagdo dos metabdlitos extraidos, foi possivel determinar quais processos
apresentaram melhor rendimento.

Materiais e métodos

Extracdao das sementes de crambe

Sementes de crambe, doadas e coletadas junto ao Banco de Gemoplasma de
Crambe da Fundagdo MS (Maracaju, MS), foram moidas, secas a temperatura
ambiente e submetidas a extragdo com diferentes sistemas de solventes. Em
seguida, as amostras tiveram o seu rendimento calculado a partir da quantidade
de massa recuperada em relagdo a massa inicial do material vegetal. Utilizou-se
quatro processos de extragdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes empregadas nos processos de extragdo dos principais metabdlitos
polares de Crambe abyssinica.

Processo Material vegetal (g) Solvente (L) Temperatura (°C)
1 150,27 1,5 70
2 150,05 2,0 27
3 150,46 2,0 100
4 150,02 1,5 27

Remocao dos solventes de extragdao das amostras

Quando necessario, as amostras que continham etanol foram
rotaevaporadas para remocdo do solvente organico e ao final todas as amostras
aquosas foram congeladas (inicialmente em freezer -18 °C por 12 horas e depois
transferidas para freezer -80 °C por 10 horas). Na sequéncia, foram transferidas
para frascos do sistema de liofilizagdo e foram liofilizadas por 4 dias.

Analise cromatografica

O material liofilizado de cada um dos quatro processos foi preparado na
concentracdo de 5 mg/mL em acetonitrila/H,0 (1:1). As anélises de UPLC-PDA-
ELSD das amostras foram realizadas no equipamento UPLC Acquity H-Class
acoplado ao detector PDA e ELSD. Nessas condigdes, os dois principais
metabdlitos extraidos pelos quatro processos estudados foram avaliados de
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forma qualitativa e quantitativa. Aliquotas de 0,5 pL das amostras foram injetadas
nas seguintes condicdes:

*  Coluna Acquity UPLC® HILIC Amide 1,7 um, 2,1 x 50 mm.
*  Temperatura da coluna: 40 °C.
*  Modo de eluigdo: gradiente (Tabela 2).
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*  Fase movel — solvente A: Formiato de aménio 25 mmol/L; solvente B:
Acetonitrila.

Tabela 2. Gradiente de eluicdo empregado na separagdo por UPLC-PDA-ELSD dos
compostos quimicos presentes dos extratos obtidos na Tabela 1.

Tempo (min.) Vazdo (mL/min.) %A %B
0,20 0,500 0,0 100,0
0,21 0,500 15,0 85,0
1,50 0,500 15,0 85,0
5,00 0,500 50,0 50,0
5,01 0,500 0,0 100,0
7,00 0,500 0,0 100,0

Resultados e discussoes

A partir das analises feitas, foram obtidos os perfis dos compostos A e B,
que sdo apresentados nas Figuras 1 a 4.
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Figura 1. Cromatograma relativo ao composto A em tz = 3,3 min (ELSD) a partir do processo 1 de
extragdo.
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Figura 2. Cromatograma relativo ao composto B em tz = 0,3 min (PDA 247 nm) a partir do processo 1

de extragdo.
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Figura 3. Cromatograma relativo ao composto A em tz = 3,3 min (ELSD) a partir do processo 3 de

extragdo.
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Figura 4. Cromatograma relativo ao composto B em tz = 0,3 min (PDA 247 nm) a partir do processo 3

de extragdo.

Em termos de recuperagdo, o processo 4 foi o que obteve melhor
rendimento em massa e a condicdo menos eficiente foi obtida pelo processo 3

(Tabela 3).
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Tabela 3. Massas obtidas a partir da liofilizagdo do extrato dos graos de crambe.

. Massa do material Rendimento
Extragao Solvente  Massa recuperada
vegetal (%)
Processo 1 150,27 g 1,5L 20,77 g 13,82
Processo 2 150,05 g 2L 15,96 g 10,64
Processo 3 150,46 g 2L 14,62 g 9,72
Processo 4 150,02 g 1,5L 22,85g 15,23

Visando atribuir a melhor condigdo com base na obtengao dos dois principais
compostos quimicos-alvo (composto A e composto B), uma etapa de
quantificacdo foi realizada para estabelecer os valores recuperados para os
metabdlitos A e B. Essas informacgdes estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Massas obtidas dos metabdlitos A e B.

Processo de Composto A Rendimento Composto B Rendimento
extragdo (mg/g de referente a (mg/g de referente a
amostra) massa amostra) massa
recuperada (%) recuperada (%)

1 162,06 16,2 2,67 0,3
2 164,40 16,4 1,44 0,1
3 227,76 22,8 3,49 0,4
4 . - 10,34 1,0

Conclusoes

Todos os processos de extracdo mostraram-se efetivos para a extragdo
seletiva dos compostos de interesse, A e B. Os rendimentos em termos de massa
de extrato obtido variaram de 9,72% a 15,23%. Em relagdo a quantidade de cada
um dos metabdlitos recuperados, o processo 3 foi o mais significativo para se
obter o metabdlito A (227,76 mg/g) e o processo 4 foi o mais seletivo para se
obter o metabdlito B (10,34 mg/g). A préxima etapa do estudo serd avaliar a agdo
bioldgica de cada extrato e, posteriormente, isolar cada um dos compostos para
verificar qual deles serd responsavel pelas atividades observadas.
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Variacao dos parametros associados ao
rendimento e qualidade de dleo no periodo
pos-colheita do dendé hibrido

Marina Borges Guimarﬁesl, Brenda Lee Simas Portoz, José Anténio de
Aquino Ribeiro3, Paula Andrea Osorio Carmonad, Raimundo Nonato Vieira
da Cunhas, Simone Mendongag

Resumo

O dleo de dendé pode ter sua qualidade afetada por dois fatores: variacoes
genéticas e procedimentos pds-colheita. Seis materiais hibridos interespecificos
produzidos na Embrapa Amazonia Ocidental foram avaliados quanto aos
parametros umidade, teor de dleo, perfil de acidos graxos e acidez do dleo, ao
longo de 5 tempos de pds-colheita: 24 horas, 48 horas, 5 dias, 7 dias e 10 dias.
Esses parametros foram avaliados também quanto a posicdo no cacho para
orientar futuras coletas de amostras para pesquisa. O teor de dleo nido variou
significativamente para a maioria das amostras, ao contrario do teor de acidez,
que teve aumento significativo apds 48 horas. O teor de 4acidos graxos foi
diminuindo ao longo do armazenamento. O perfil de acidos graxos dos hibridos
estudados difere do padrdo de identidade sugerido pelo Codex Alimentarius. No
entanto, o teor de acidez, mesmo ao final de 10 dias, ficou dentro do exigido pela
legislacdo. Dois gendtipos, dentre os estudados, apresentaram-se promissores por
serem mais resistentes a lipdlise.

Introdugao

O 6leo de palma bruto é extraido a partir do mesocarpo do fruto do
dendezeiro (Elaeis guineensis) e possui vdrias utilizagGes e grande importancia
econdmica. Estima-se que cerca de 80% da producdo do éleo é destinada a
industria alimenticia e o restante é aplicado nas industrias de cosméticos, sabdes,
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velas, produtos farmacéuticos, lubrificantes, além da produgcdo de
biocombustiveis (ABRAPALMA, 2016).

Apesar de E. guineensis ser a palmeira mais cultivada mundialmente, E.
oleifera possui caracteristicas agrondmicas desejaveis, como menor crescimento
do tronco e resisténcia a pragas e doengas. Além disso, sua maior composi¢do de
acidos graxos insaturados e maior concentragdo de antioxidantes (carotenos,
tocoferdis e tocotriendis) apresentam relevancia para a industria fitofarmacéutica
(MONTOYA et al., 2013). Em vista disso, desde 1969 o cruzamento entre as duas
espécies do género Elaeis tem sido incentivado a fim de desenvolver hibridos com
melhores caracteristicas agrondmicas e 6leos com melhor qualidade.

A qualidade do 6leo de dendé pode ser rapidamente deteriorada no
intervalo entre a colheita e o processamento do cacho para a extragdo do dleo na
industria, por isso a extracdo de dleo ocorre dentro das primeiras 48 horas do
pos-colheita. Esse fato é limitante, pois nem sempre o local de colheita é préoximo
a industria onde o dleo sera obtido. Existem relatos de que os materiais hibridos
produzem 6leos mais resistentes a perda da qualidade, principalmente no que se
refere ao indice de acidez. O indice de acidez representa o teor de acidos graxos
livres produzidos pela hidrélise dos triacilglicerideos do 6leo por a¢do de uma
lipase endégena (CADENA et al., 2013).

Neste trabalho, a variacdo dos parametros de qualidade do 6leo, como teor
de dleo, perfil de acidos graxos e indice de acidez, foi avaliada em diferentes
periodos de pos-colheita a fim de identificar as melhores condigdes de
rendimento e qualidade do dleo de diferentes gendtipos de dendé hibrido
produzidos pelo programa de melhoramento da Embrapa Amazénia Ocidental.

Materiais e métodos

Seis cachos de dendé hibrido foram coletados do Centro Experimental Rio
Urubu (Rio Preto da Eva, AM) em agosto de 2015, dos gendtipos 10/30, 19/06,
22/24, 24/24, 25/04 e 37/18. Foram coletadas amostras compostas (uma amostra
por cacho/genétipo) contendo 4 frutos da ponta, 12 frutos do meio e 4 frutos da
base do cacho, para cada gendtipo, em cinco pontos temporais: foram 24 horas,
48 horas, 5 dias, 7 dias e 10 dias apés a colheita do cacho. No 102 dia do pds-
colheita, foram coletadas separadamente amostras do meio, ponta e base de
cacho para avaliar se os parametros avaliados variavam também em relacdo a
posicdo no cacho. Nesses pontos amostrais, o material foi autoclavado por 1 hora
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a 121 °C, visando a inativagdo da lipase. As amostras foram armazenadas a
temperatura de -20 °C até transporte e armazenamento na Embrapa Agroenergia.

Ap0ds despolpamento dos frutos, foi determinada a umidade das amostras
(uma determinagdo por amostra), parametro este chamado de Amostra Seca ao
Ar (ASA) (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). Nessa analise as amostras foram secas por 48
horas em estufa a 65 °C, moidas, embaladas e congeladas a -20 °C até o momento
das analises. Foi realizada em duplicata a determinagdo de matéria seca a 105 °C
(NOGUEIRA; SOUZA, 2005) e teor de extrato etéreo em equipamento Ankon
(AMERICAN OIL CHEMISTS' SOCIETY, 2005) (Method Am5-04).

Para a realizag¢do de anadlises de qualidade de éleo (indice de acidez e perfil
de acidos graxos), o dleo das amostras foi extraido (uma extragdo por amostra)
em Extrator por Solvente Acelerado (ASE350 — Dionex), utilizando éter de
petréleo como solvente. Os parametros do equipamento foram ajustados na
seguinte configuragdo: 70 °C, aquecimento por 5 minutos, 5 ciclos, rinse com
volume de 100%, purge de 60 segundos. O 6leo foi mantido em freezer a -20 °C
antes das andlises de acidez e perfil de acidos graxos.

A determinagdo do indice de acidez, expresso mg KOH por g de dleo
(AMERICAN OIL CHEMISTS' SOCIETY, 2005) (Method Cd 3d-63) foi realizada em
duplicata em titulador automatico Metrhon, pesando-se 0,7 g de 6leo em balanga
analitica. As andlises de acidez foram realizadas num periodo de no maximo 24
horas apds a extragdo do 6leo.

A determinagdo do perfil de acidos graxos do 6leo extraido da polpa foi
efetuada também em duplicata, de acordo com as metodologias da AOCS, 2005
(Ce 1-62 e Ce2—66), sendo a tomada de amostra de 20 mg e a metilacdo
realizada com BF;.

Foi realizada analise de variancia (Anova) para verificar o efeito do tempo
pos-colheita sobre os pardmetros de qualidade do éleo nas amostras. O teste de
Scott-Knott foi usado para determinar as diferengas entre as médias, utilizando-se
o software R Core Team (2013).

Resultados e discussao

O teor de extrato etéreo ndo diferiu ao longo do tempo nos gendtipos
analisados, com exce¢do do gendtipo 10/30, que apresentou menor teor a partir
de 48 horas. Tendo em vista que apenas um dos seis gendtipos apresentou tal
diferenca, em trabalhos futuros o teor de dleo sera analisado apenas no primeiro
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ponto de colheita. Quanto a posi¢do do fruto no cacho (ponta, meio e base),
avaliada no 1092 dia, ndo houve diferenca significativa entre os gendtipos 24/24,
24/05 e 37/18. O gendtipo 22/24 apresentou menor teor de extrato etéreo nas
amostras obtidas da ponta do cacho, enquanto nos gendtipos 10/30 e 19/06 os
frutos da ponta apresentaram maior teor. Essas diferengas em alguns gendtipos
reforcam a necessidade de se formar amostras compostas (frutos da base, meio e
ponta combinados) sempre que se coleta materiais para analise de teor de dleo.
Assim sendo, adotou-se a pratica de coletar um nimero de frutos proporcional ao
peso daquela parte (base, meio ou ponta) do cacho.

Quanto ao indice de acidez, foi observado que houve diferenga estatistica
pelo tempo em todos os gendtipos (Figura 1). Como o esperado, até as 48 horas
apos a colheita os gendtipos ndo apresentam grande variagdo na acidez.
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Figura 1. Variacdo de acidez (mg KOH/g dleo) por gendtipo e por tempo de estocagem. Médias
seguidas da mesma letra minuscula por genétipo ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%

de significancia.

Conforme citado anteriormente, a acdo da lipase enddgena dos dleos
promove o aumento do indice de acidez, indicando o estado de rancidez
hidrolitica do dleo. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), o indice de acidez permitido para o d6leo de palma é de 10mg KOH/g de
6leo bruto. Portanto, todos os gendtipos, mesmo apds 10 dias, permaneceram
dentro dos pardmetros da legislagdo brasileira. Os gendtipos 10/30 e 25/04
apresentaram pouca ou nenhuma diferenca no indice de acidez ao longo dos
tempos pds-colheita comparados aos outros gendtipos. O ndo aumento no indice
de acidez pelo tempo péds-colheita indica que tais gendtipos apresentam
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resisténcia a lipdlise, sendo acessos promissores por manter a qualidade do dleo
mais tempo no pds-colheita.

Avaliando a posi¢do do fruto no cacho, apenas o gendtipo 22/24 apresentou
maior acidez nos frutos da base. Todos os outros gendtipos apresentaram maior
acidez nos frutos da ponta. Essa heterogeneidade de acidez ao longo do cacho
esta relacionada com a desuniformidade de maturagdo no mesmo e reforga a
necessidade da coleta de amostras compostas para avaliagdo quimica
representativa de todo o cacho.

Um fator importante na qualidade de um dleo é sua composi¢do de acidos
graxos. Oleos ricos em acidos graxos monoinsaturados possuem propriedades
benéficas a saude, pois sdo capazes de melhorar os niveis de colesterol e prevenir
doencas cardiovasculares (CARLUCCIOLL et al., 2007 LOPEZ-MIRANDA et al.,
2006). Além disso, o aumento de acidos graxos poliinsaturados interfere em
caracteristicas de importancia comercial como estabilidade e rancidez do dleo
(LEON et al., 2008).

Todos os hibridos apresentaram perfil semelhante de acidos graxos, com
predominancia de acido oleico (C18:1) — variando de 48,69% a 56,75%, seguido do
acido palmitico (C16:0) — variando de 22 a 26,75%. O padrdo de identidade do
dleo de palma (Elaeis guineenses) aponta que o teor de acido oleico deve estar
em torno de 36.0-44.0% e palmitico 39.3-47.5% (Codex alimentarius).

Em relagdo aos diferentes tempos pds-colheita, o Unico gendtipo que ndo
sofreu redugdo estatistica na concentra¢do de C18:1 foi o 19/06, entretanto, a
concentragdo média desse acido graxo se manteve acima de 50% em todos os
gendtipos. Quanto aos acidos graxos poli-insaturados (C18:2 e C18:3), todos os
gendtipos apresentaram reducdo estatistica desses dacidos graxos, exceto o
gendtipo 22/24 em relagdo a C18:3. A concentragdo de C18:3 se manteve menor
que 0,5% em todos, bem menor do que a concentragdo média da espécie Elaeis
guineenses (9% — 12%). Todos os gendtipos apresentaram redugdo significativa na
concentragdo do acido palmitico (C16:0) pelo tempo pds-colheita.

Quanto a posicdo do fruto no cacho, os gendtipos 25/05 e 37/18
apresentaram maior teor de C18:1 nas amostras colhidas na base do cacho. Os
gendtipos 10/30, 24/23 e 22/24 apresentaram maior concentragcdo de C18:1 nos
frutos do meio e de C18:2 na ponta do cacho para os dois primeiros e na base
para o 22/24. Os frutos da ponta do cacho do gendtipo 10/30 apresentaram
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maior concentragdo de C16:0, enquanto o restante dos gendtipos mostrou pouca
ou nenhuma diferenca estatistica entre o local do fruto no cacho.
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Figura 2. Porcentagem de acidos graxos por tempo — Amostra 37/18. Médias seguidas da mesma letra

minuscula por acido graxo ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Conclusoes

De acordo com os dados obtidos, foi possivel verificar que o parametro mais
afetado pelo tempo de estocagem pds-colheita dos frutos foi o indice de acidez.
Tais modificagcGes foram identificadas a partir do tempo pds-colheita de 48 horas,
sendo mais acentuadas a partir de 5 dias e nos frutos da ponta dos cachos.
Entretanto, o indice de acidez permaneceu dentro do limite estabelecido pela
Anvisa em todos os acessos, o que demonstra o grande potencial dos hibridos
interespecificos como possibilidade na ampliacdo da drea de plantio para regides
um pouco mais distantes da industria de processamento. Investiga¢des futuras
podem ser realizadas quanto aos genes responsaveis pela resisténcia a lipdlise
dos gendtipos 10/30 e 25/04.

No geral, todos os gendtipos apresentaram uma pequena queda no teor dos
acidos graxos predominantes ao longo do tempo. Apesar da reducdo de acidos
graxos insaturados, C18:1 ainda se manteve maioria na composicdo de acidos
graxos do 6leo. A posi¢do do fruto no cacho ndo mostrou correlagdo significativa
com a concentragdo dos acidos graxos, apenas em alguns gendtipos.

O teor de extrato etéreo ndo demonstrou grandes variagcdes em decorrer do
tempo pos-colheita e, apesar de mostrar algumas diferencas entre as localizagGes
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do cacho em que o fruto foi colhido, ndo foi possivel estabelecer uma regido de

maior concentracao, devendo, por isso, ser amostrado de forma a conter frutos
de todas as posi¢des do cacho.

Apoio financeiro

Finep.
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Impressao digital metabdlica de folhas de
Elaeis guineensis em diferentes condi¢oes de
preparo de amostra utilizando UHPLC-MS

Jorge Candido Rodrigues Neto’, Luiz Henrique Galli Vargasz, José Anténio de
Aquino Ribeiro3, Maria Esther Ricci da Silva", Manoel Teixeira Souza .Iu'nior5,
Clenilson Martins Rodriguesﬁ, Anselmo Elcana de Oliveira7, Patricia Verardi
Abdelnur®

Resumo

Neste trabalho, é apresentado um protocolo de alta eficiéncia para extragdo
e detec¢do de metabdlitos em folhas de dendé (Elaeis guineensis) utilizando
UHPLC-MS com posterior tratamento estatistico de dados no modelo ASCA
(ANOVA simultaneous component analysis). O objetivo é comparar a impressdo
digital metabdlica quando diferentes métodos de coleta e extragdo sdo
empregados, simulando coleta em locais remotos, onde normalmente sdo
localizadas as plantacGes de dendé. A partir desses resultados, buscou-se verificar
qual o melhor método de preparo de amostra de modo a manter a integridade
dos metabdlitos presentes nas folhas.

Introdugao

O d6leo de dendé é o mais consumido no mundo, dentre os éleos vegetais,
com 35,05% do mercado em 2014/15. Originario da Africa, tem no seu mesocarpo
a maior fonte de 6leo vegetal do mundo e foi trazido ao nosso pais pelos escravos
no século XVII (ALVES et al., 2011). Além de ser utilizado na culinaria hd muitos
anos, também é usado na produgdo de sabdes e produtos de limpeza, cosméticos,
farmacéuticos, plasticos, lubrificantes e na producdo de biodiesel (DENDE ...,
2007). Sua cultura é afetada por doencas ou condigbes anémalas, como o
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amarelecimento fatal (AF), que pode afetar uma ou mais vias metabdlicas da
planta e demanda um estudo de suas causas.

A estratégia metabolémica tem como uma de suas vertentes a impressao
digital metaboldmica (metabolic fingerprinting), que consiste na analise rapida e
eficiente dos analitos detectaveis e posterior analise multivariada de diferentes
amostras com relagdo a intensidade de picos cromatograficos ou sinais de
espectros de massas (ABDELNUR et al, 2014). Técnicas hifenadas sdo
amplamente utilizadas nessa estratégia por promoverem a separagdo de misturas
complexas antes da detecgdo e identificacdo de compostos presentes na amostra
(FIEHN, 2001). O uso de cromatografos a liquido de ultra-alta eficiéncia, como o
UHPLC (Ultra High Pressure Liquid Chromatography) acoplado a espectrémetro de
massas de alta resolucdo (High Resolution Mass Spectrometry - HRMS) permite a
obtencdo de screening com alta sensibilidade e rapidez, além de permitir a
elucidagdo de compostos quimicos.

Assim, neste trabalho é apresentado o desenvolvimento de um protocolo
analitico para a obten¢do da impressdo digital metabdlica (metabolic
fingerprinting) de folhas de Elaeis guineensis. O protocolo consiste na analise por
UHPLC-MS, quando diferentes métodos de transporte e extragcdo sdo
empregados, seguido do tratamento de dados multivariados, para que sejam
identificados compostos caracteristicos de cada grupo de amostras. Dessa forma,
é possivel determinar a melhor condicdo de extracdo do maior nimero de
metabdlitos possiveis ou na investigacdao de metabdlitos especificos.

Materiais e métodos

Foi realizado um estudo da impressao digital metabdlica de folhas de dendé
simulando coleta em campo e transporte de amostras utilizando trés condigoes:
nitrogénio liquido, gelo seco e temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram armazenadas em freezer -80 °C até o momento da extragdo e andlise, que
aconteceram 24 horas depois.

Outro fator que influencia na andlise metabol6émica é o solvente utilizado
na extracdo dos metabdlitos. Portanto, trés solventes foram utilizados, sendo
eles: i) etanol 100%, ii) etanol 70% e iii) etanol 70% + acido férmico 0,1%.

Foram realizadas analises por UHPLC-ESI(+)-MS em quintuplicata analitica
(Tabela 1). De forma a avaliar as variacdes metabdlicas de um grande nimero de



Quimica de Biocombustiveis e Biomassa 239

amostras e de varidveis (espectros de massas complexos), fez-se necessario o uso
da ferramenta estatistica ASCA (ANOVA simultaneous component analysis).

Tabela 1. Amostras de folha de dendé analisadas por UHPLC-ESI(+)-MS sob diferentes
condigdes de transporte (TA, gelo e N,) e extragdo (100E, 70E e FA70E).

Condigdo de

Numero amostra (#) Solvente de extragdo Replicata
transporte
1-5 TA 100E R1-R5
6-10 TA 70E R1-R5
11-15 TA FA70E R1-R5
16-20 Gelo 100E R1-R5
21-25 Gelo 70E R1-R5
26-30 Gelo FA70E R1-R5
31-35 N, 100E R1-R5
36-40 N, 70E R1-R5
41-45 N, FA70E R1-R5

TA = temperatura ambiente; N, = nitrogénio liquido; 100E = etanol 100%; 70E = 70:30 etanol:agua;
FA70E = 70:30 etanol:agua + 0,1% acido férmico.

Os experimentos de UHPLC-ESI-MS foram realizados utilizando um sistema
de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia, modelo Nexera X2 (Shimadzu,
Japdo) equipado com coluna de fase-reversa Acquity UPLC BEH C8 (1,7 um,
2,1x150 mm) (Waters Technologies, Estados Unidos). O espectrémetro de massas
utilizado foi o modelo Maxis 4G (Bruker Daltonics, Alemanha), equipado com
fonte de ionizagdo eletrospray (ESI) e analisador de massas de alta resolugao tipo
TOF (Time of flight).

Apds o tempo de transporte e armazenamento, microtubos de 2 mL
contendo 100 mg de cada amostra de folha descrita na Tabela 1 foram
submetidos a extracdo de metabdlitos secunddrios baseada em método
previamente descrito (TAHIR et al., 2012). Posteriormente, 0,2 uL de amostra
foram injetados no sistema cromatografico com gradiente de fase movel e fluxo
de 400 pL/min em corridas cromatograficas de 22 minutos.

Os dados foram adquiridos pelo software HyStar Application, versao 3.2.
Para elucidar a féormula molecular dos ions detectados, foi utilizado o algoritmo
SmartFormula (DataAnalysis versdo 4.2, Bruker Daltonics, Alemanha). No
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tratamento estatistico foi utilizado o software MatlLab, versdo R2014b (The

MathWorks Inc, Estados Unidos) e o software PLS Toolbox versdo 7.9 (Eigenvector

Research Inc, Estados Unidos), contemplando as corridas cromatograficas de 0,6 a

10 minutos (em que os picos cromatograficos de interesse se apresentaram), na
faixa de m/z 80 a 1200. Os compostos foram relacionados as respectivas massas
utilizando-se o algoritmo FMF (Find Molecular Features).

Resultados e discussao

Os cromatogramas de pico-base (BPC — Base Peak Chromatogram) sdo

mostrados na Figura 1, em que a média de 44, 50 e 54 picos cromatograficos
foram atribuidos, na analise por ESI(+)-MS, aos métodos de extragdo 100E, 70E e

FA70E,
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Figura 1. Cromatogramas
de pico-base (BPC) de
extratos de dendé em
diferentes métodos de
transporte e solventes de
extragdo.

TA: temperatura ambiente;
100E: etanol 100%; 70E:
etanol 70%; FA70E: etanol
70% + acido férmico 0,1%.
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Os efeitos de transporte e solvente foram avaliados por modelos de andlise

de componente principal

(PCA — Principal Component Analysis)

e sao

apresentados na Figura 2a. Houve a discriminagdo de trés grupos de acordo com

condicBes de transporte, assim como de solventes. As avaliagdes foram feitas

considerando-se valores de loadings maiores que 0,1 e menores que -0,1. Na

Figura 2b e Tabela 2, sdo mostrados os dois ions de cada grupo com maior

relevancia estatistica para a separagdo das varidveis nos graficos de score.
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Tabela 2. UHPLC-ESI(+)-MS para analise do efeito de solvente.

Principal
Loadings Tempo de Intensidades médias .
Férmula condicdo
retengdo m/z
empirica
PC1 PC2 (min) 100E 70E FA70E
0,2395 1,17 154,086 597.342  97.740 188.458  CgH1,NO, 100E
0,1167 0,1365 1,04 138,057 456.791 350.454 377.669 C;H;NO, 100E
-0,3373 0,2494 1,17 185,009* 151.801 1.443.287 1.145.015 C7H406 70E
-0,1520 10,4891 1,74 150,055 38.666  739.486 142.659 CsH;NO, 70E
-0,1396 4,92 147,044  13.574 186.457 207.316 CyHgO2 FA70E
-0,1380 5,41 250,144 3.027 2.885 52.146 Ci4H19NO; FA70E

Na andlise por ESI(+)-MS, 22 metabdlitos destacaram-se na separagdo dos
grupos na analise estatistica. Os metabdlitos m/z 154,086: rt 1,17 min (CgH;,NO,)
e m/z 138,057: rt 1,04 min (C;H;NO,) foram majoritariamente extraidos quando
utilizado etanol 100% (100E), enquanto os metabdlitos m/z 185,009: rt 1,17 min
(C;H40¢) € m/z 150,055: rt 1,74 min (CgH,NO,) foram melhor detectados com uso
de etanol 70% no processo de extragdo. Usando etanol 70% + 0,1% de acido
féormico, os metabdlitos m/z 147,044: rt 4,92 min (CoHgO,) e m/z 250,144: rt 5,41
min (Cy4H19NO3) foram melhor extraidos. Esses resultados mostram que
metabdlitos sdo extraidos em diferentes intensidades dependendo do solvente
utilizado. Espectros de massas ESI(+)-MS foram analisados (Figura 2b) para
confirmar os dados obtidos pelo ASCA.

Com relagdo ao efeito de transporte, 18 metabdlitos destacaram-se na
separagdao dos grupos na andlise estatistica e foram analisados seguindo os
mesmos critérios do efeito de solvente. Os dados de ASCA e espectrometria de
massas sao mostrados na Figura 3 e Tabela 3.
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Figura 3. Dados UHPLC-ESI(+)-MS
com anélise da condigdo de
transporte. a) Grafico de scores
relativos a separagdo de grupos.
b) Comparagdo das intensidades
dos picos de massas de cada
metabdlito avaliado.
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Tabela 3. UHPLC-ESI(+)-MS para analise do efeito de transporte.

Loadings Tempo de
retencao
PC1 PC2 )
(min)
0,1033 1,39
0,1128 4,39
-0,1376 0,94
-0,1219 1,04
0,1612 -0,1357 0,98
0,1457 1,17

m/z

138,091
323,110
104,107
138,057
258,110

154,086

Intensidades médias

TA Gelo

67.947 41.045

41.675 35.385
108.105 170.064
427.995 430.030
100.907 23.710

339.210 220.618

Férmula Principal
N, empirica condigdo
73.970 CgH1:NO N>
69.941 Ci6H1307 N>
110.319 CsHisNO Gelo
326.888 C;H;NO, Gelo
38.581 CgH1sNO; TA
323.712 CgH1oNO, TA
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Os metabdlitos com m/z 138,091: rt 1,39 min (CgH,;NO) e m/z 323,110: rt
4,39 min (Cy6H,30;) foram detectados em maior intensidade utilizando nitrogénio
liquido como transporte. J& os metabdlitos com m/z 104,107: rt 0,94 min
(CsH13NO) e m/z 138,057: rt 1,04 min (C;H;NO,) foram melhor extraidos quando
transportados em gelo. Os metabdlitos m/z 258,110: rt 0,98 min (CgH1sNO3) e m/z
154,086: rt 1,17 min (CgH,,NO,) foram detectados em maior intensidade quando
transportados em temperatura ambiente.

O método de andlise multivariada ASCA foi aplicado a estrutura de dados
gerada pelas bucket tables, com escalonamento Pareto para corrigir variancias de
sinais ndo constantes. Os fatores de transporte e solvente foram estatisticamente
significantes (P = 0,05) e, dentre os dois fatores, o efeito do solvente (48,37) foi
indicado como o mais importante em relagdo ao efeito do transporte (9,34).

Conclusao

O protocolo de extragdo e transporte se mostrou eficiente na andlise da
impressdo digital metabdlica de folhas, evidenciando a diferenca nas intensidades
de massas de certos metabdlitos extraidos quando diferentes solventes ou modos
de transporte sdo empregados. A analise multivariada permitiu a distingdo de
grupos que podem ser avaliados quando metabdlitos especificos sdo investigados,
como o ion m/z 154,086 que esta presente em todas as amostras, mas € melhor
extraido com uso de etanol 100% ou o ion m/z 138,091, que é melhor extraido
quando transportado em nitrogénio liquido. O uso de nitrogénio liquido é o mais
indicado por promover o guenching dos metabdlitos, mas foi observada uma
influéncia com uso de diferentes solventes. Assim, foi estabelecido um protocolo
analitico confidvel de preparo de amostra ao tratamento estatistico dos dados
para prospecgdo de analitos previamente reportados ou novos, utilizando
métodos cromatograficos rapidos e com alta sensibilidade. Na préxima etapa do
projeto, serd feita a identificacdo dos compostos por UHPLC-ESI-MS/MS e
comparagao dos fragmentos com a literatura existente e com bancos de dados
publicos de metabolémica.
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Producao de gas combustivel por meio de
processo de gaseificacao de Eucalyptus
grandis em reator de leito fluidizado

Albert Reis dos Anjosl, Amanda Assungéo Rosd’, Diogo Keiji Nakai’,
Emerson Leo Schu/tz4, Anna Leticia Montenegro Turtelli Pighine//is, Fabricio
Machadoé, Rossano Gambetta’

Resumo

Este estudo tem como objetivo avaliar os comportamentos de fluidizagéo,
com ar, em leito de quartzo ocre a temperatura ambiente e de gaseificagdo (700-
800 °C) e da composi¢do do géas produto de processo de gaseificagdo em leito
fluidizado de Eucalyptus grandis utilizando ar como agente de gaseificacdo para
valores de 0,30 e 0,39 da razdo de equivaléncia (RE). Observou-se que para RE
igual a 0,30 a produgcdo de hidrogénio, mondxido de carbono e metano se
comportou de maneira mais eficiente, formando cerca de 2%, 10% e 2,5%,
respectivamente.

Introdugao

O processo de gaseificagdo consiste de uma oxidagdo térmica parcial que
produz um gds composto por diversos componentes, como monoxido e diéxido
de carbono, metano, hidrogénio, nitrogénio, hidrocarbonetos, além de pequenas
quantidades de carvdo, cinzas e componentes condensaveis (por exemplo,
alcatrdo e dleos). A mistura gasosa constituida basicamente de mondxido de
carbono e hidrogénio é geralmente denominada de gas de sintese e pode ser
aplicada na queima direta para geracdo de energia elétrica e como matéria-prima
para a industria quimica visando produc¢do de amdnia, hidrogénio e combustiveis
liqguidos de maior valor agregado (BALAT; KIRTAY, 2010).
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O processo de gaseificagdo em leito fluidizado envolve uma grande
quantidade de varidveis que afetam comportamento das reagdes quimicas, como
o tipo de material envolvido, a temperatura do leito, a velocidade superficial do
gds, a taxa de alimentacdo ar/biomassa, a distribuicdo granulométrica do
combustivel (RAVELLI et al., 2008). A razdo de equivaléncia (RE), que corresponde
a relagdo ar-combustivel real utilizada durante o processo dividida pela relagdo ar-
combustivel estequiométrica necessdria para que haja combustdo, é um
parametro fundamental para se determinar a faixa de operagdo do agente de
gaseificacdo. Para a gaseificacdo, o valor de RE esta entre 0,2 e 0,4 (BASU, 2006).

O presente estudo objetivou avaliar a composicdo do gas produzido
utilizando ar como agente de gaseificagdo, em fungdo da variagao da razdo de
equivaléncia. Como material do leito, foi utilizado quartzo ocre (malha 30) de
diametro caracteristico aproximadamente igual a 0,6 mm. Caracterizou-se a
regido de fluidizagdo do material do leito por meio de ensaios de fluidizagdo em
condicdo ambiente de temperatura e a temperatura de gaseificagdo (700-800 °C).

Materiais e métodos

Os ensaios de fluidizagdo e gaseificagao foram realizados em planta-piloto de
gaseificacdo e pirdlise (PID Eng&Tech), localizada na area de plantas-piloto (APP)
da Embrapa Agroenergia. A planta é composta por: sistema de alimentagdo de
combustivel; sistema de alimentagdo do agente de fluidizagdo, podendo ser
utilizado ar, vapor, nitrogénio ou uma mistura destes; reator de leito fluidizado de
diametro de 8,28 cm e altura util do leito de 70,5 cm, com sistema de
aquecimento por resisténcia elétrica, ao qual é adicionado o leito (quartzo ocre),
o agente de fluidizacdo (que pode ser previamente aquecido por meio de
resisténcia elétrica) e o combustivel para que ocorram as reagées; condensador
para obtencdo do alcatrdo; ciclones, responsaveis por separar o material sélido
(cinzas, carvdo, biomassa que ndo reagiu, material do leito); lavador de gases, que
é responsavel por purificar a mistura gasosa produzida, removendo por exemplo
H,S; medidor de gas, que quantifica o gas produzido no processo; e queimador
dos gases combustiveis contidos na mistura gasosa produzida no reator antes de
serem lang¢ados na atmosfera. Por meio do software computacional Process@, é
possivel determinar a temperatura de aquecimento do gas de fluidizacdo e do
reator, a vazao de alimentacdo dos agentes de fluidizacdo e da biomassa e obter o
perfil de temperatura ao longo do tempo em trés regides do reator.
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Inicialmente, realizou-se ensaios de fluidizagdo a temperatura ambiente e a
temperatura de gaseificagdo (800 °C) em leito de quartzo ocre, com ar,
objetivando caracterizar a regido de fluidizagdo desse material. A vazdo do agente
de gaseificagdo (ar) foi variada de 3 L/min em 3 L/min, na faixa de 0 L/min a 120
L/min para temperatura ambiente e de 0 L/min a 40 L/min para temperatura de
gaseificacdo. Cada valor de vazdo foi mantido constante durante 3 minutos como
garantia de operagdo do fluxo de ar em estado estaciondrio. Por meio de
transdutores de pressdo localizados na regido superior do reator (topo) e na saida
do distribuidor de ar, obteve-se a perda de carga (AP) relativa ao leito de quartzo.
Utilizaram-se as médias de vazdo e AP para representacdo dos regimes de
fluidizagdo do quartzo.

Nos ensaios de gaseificagdo de Eucalyptus grandis, foram utilizados os
parametros apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros operacionais utilizados no processo de gaseificagdo de Eucalyptus
grandis.

Biomassa Eucalyptus grandis
Agente de Fluidizagdo (ar) — L/min 10-13
Temperatura do leito — (°C) 700-800

Material do leito Quartzo Ocre (1 kg)
Vazio de alimentagdo de biomassa — g/min 6,13

A biomassa foi previamente moida em moinho de facas (Willey) utilizando
peneira de 2 mm. Durante os ensaios de gaseificagdo, variou-se a vazdo de
alimentacdo do agente de fluidizacdo a fim de analisar o comportamento da
composicdo do gas final. Cada vazdo de ar foi mantida constante durante 5
minutos e, por meio de analisador de gases da SICK (Modelo GMS800) em linha,
obteve-se a composicdo do gas final.

Resultados e discussoes

Nas Figuras 1 e 2, é apresentado o comportamento da perda de carga no
leito em relagdo a vazao superficial de ar com reator em condi¢cdo de temperatura
ambiente e a temperatura de gaseificagdo (700-800 °C), respectivamente.
Observa-se que a temperatura ambiente o comportamento da perda de carga no
leito é similar ao descrito na literatura, em que em baixas vazdes (entre O L/min e
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30 L/min) a perda de carga aumenta de forma linear (diretamente proporcional a
velocidade do gas), caracterizando um regime de leito fixo em que o gas apenas
percola o leito afastando algumas particulas. Quando a condicdo de minima
fluidizagdo ¢ atingida, entre as vazdes de 35 L/min e 41 L/min, a perda de carga
no leito ndo varia com o aumento da vazao de ar. Novos incrementos de
velocidade do gas caracterizam outros regimes de fluidizagdo (por exemplo, slug,
turbulento).

A temperatura de gaseificagdo (entre 700 °C e 800 °C na regido do leito),
tem-se que a regido de fluidizacdo ocorre em vazGes menores do agente de
gaseificagdo em comparagdo a temperatura ambiente. Em decorréncia da
instabilidade do controlador de vazdes, ndo é possivel caracterizar a regido entre
0 L/min e 6 L/min (o controlador do gaseificador ndo consegue estabilizar nessas
vazdes), mas nota-se que a partir da vazdo de 6 L/min a perda de carga se
mantém constante com o aumento da vazdo de ar, apresentando comportamento
de fluidizagdo tipico de processo em leito fluidizado. Assim, pode-se considerar
que a partir dessa vazao o leito de quartzo se comporta como um leito fluidizado
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Figura 1. Perda de carga em leito de quartzo ocre em fungdo da vazdo de alimentacdo de ar a

temperatura ambiente.
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Figura 2. Perda de carga em leito de quartzo ocre em fungdo da vazdo de alimentagdo de ar a
temperatura de gaseificagdo.

A partir da andlise de fluidizacdo e considerando uma vazdo de alimentagdo
de biomassa de 6,13 g/min (determinada experimentalmente), tem-se como
razdo de equivaléncia (RE) em fungdo da vazdo de alimentagdo de ar os valores de
0,30 e 0,39 para as vaz&es de 10 L/min e 13 L/min, respectivamente.

As Figuras 3 e 4 mostram a composicdo de hidrogénio, mondxido de
carbono, diéxido de carbono e metano do gds produzido em processo de
gaseificacdo de Eucalyptus grandis utilizando ar como agente de gaseificacdo para
os valores de 0,30 e 0,39 de RE. Nota-se um pequeno aumento na concentragao
de CO, e uma redugdo na concentragdo de CH, e H, com aumento de RE. J4 o CO
se manteve estavel para um RE de 0,30 e teve um aumento gradativo para um RE
de 0,39.
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Figura 3. Composicdo do gds produzido de processo de gaseificagdo de Eucalyptus grandis utilizando

ar como agente de gaseificagdo (RE=0,30).
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Figura 4. Composicdo do gas produzido de processo de gaseificagdo de Eucalyptus grandis utilizando

ar como agente de gaseificagdo (RE=0,39).
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Consideragoes finais

Por meio de ensaios de fluidizagdo, foi possivel determinar
experimentalmente a vazdo de ar minima de fluidizagdo, aproximadamente 6
L/min, para o quartzo ocre malha 30 a temperatura de gaseificagdo. Observou-se
que para um RE de 0,30 foram obtidos os melhores resultados para composigdo
do gas produto (maior concentragdo de H, e CH,, e CO estavel).

Um parametro importante na gaseificacdo em leito fluidizado é o agente de
gaseificacdo, pois diferentes agentes produzem gases com diferentes poderes
calorificos e, embora a gaseificagdo com ar oferega simplicidade operacional e
nao necessite de infraestrutura industrial complexa, o poder calorifico do gas
produzido é baixo (4-7 MJ/Nm?). A gaseificagdo utilizando oxigénio e vapor
produz um gas com poder calorifico médio (10-18 MJ/Nm3) (LOHA et al., 2011),
porém, a producdo de oxigénio puro tem custo elevado, o que torna a sua
utilizagdo no processo menos competitiva em comparagdo com o vapor, que além
da vantagem econdmica proporciona alta producdo de hidrogénio no gas final
(KARMAKAR; DATTA, 2011), que ¢é atribuida a utilizacdo do conteudo de
hidrogénio presente no vapor nas reagdes de shift e de reforma. Dessa forma, as
proximas etapas do presente projeto serdo analisar o comportamento da
composi¢dao do gds combustivel produzido em fung¢do da variagdo do agente de
gaseificacao, utilizando ar, vapor, nitrogénio e uma mistura destes, bem como o
balanco de massa e energia do processo, além de caracterizar os coprodutos
alcatrdo, carvao e cinzas em condi¢Ges 6timas de operagao do reator.
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Abstract

To prevent the constant greenhouse emissions caused by fossil fuels,
renewable energy sources are becoming of utmost relevance to diversify
worldwide energy matrix. Alternative energy sources, such as biofuels and
biomass are nowadays focus of several studies due to their great potential as
matrices to bioenergy that can be used in complement to fossil fuels. Brazil has a
huge potential for production of biofuels (e.g., 1% and 2" generation ethanol,
biodiesel) considering that the country has vegetal feedstocks and agricultural
residues highly available, once it is one of the greatest agricultural commodities
producer in the world. Biodiesel production generates considerable amounts of
glycerol as a by-product and it is necessary to overcome this problem with
feasible solutions. Bioconversion in biorefinery-based systems is one of them and
monitoring the production of building blocks or value-added compounds from the
bioconversion of renewable sources like glycerol is essential to assure
effectiveness of such systems. In this work, we aimed to develop and perform an
initial evaluation of some analytical parameters of a HILIC-UPLC-ELSD method for
determination of eleven different polyols as products of glycerin bioconversion
processes based on the biorefinery concept. The eleven target compounds were
successfully separated and two methods were developed to correctly identify and
quantify all of them. Preliminary evaluation of analytical parameters revealed that
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both methods presented good linearity (R* > 0.99) and sensitivity (LOQ < 100 ng
of analyte in the column). Experiments are currently being conducted to perform
full method validation and to evaluate polyols production by biotransformation of
glycerol.

Introduction

Diversification of energy matrix to include alternatives to fossil fuels is
becoming a very important issue in several countries. Biomass and its derivatives
are among the most promising options to the evidently limited fossil fuels.
Examples to be cited include first and second generation ethanol, produced from
vegetal feedstocks, and biodiesel, which can be produced either from vegetal oils
or animal fats (DA SILVA et al., 2009).

Commercially, biodiesel is produced by a transesterification reaction
between a source of triglycerides and an alcohol (methanol) in the presence of a
catalyst. This reaction produces the fatty acid methyl esters (FAME) and glycerol
as by-product (LEONETI et al., 2012). Since by-product glycerol is accumulating
and neither sustainable nor rentable destination has been developed vyet,
searching for reuse solutions has become of utmost importance.

Polyols can be produced from the reduction of aldehyde or ketone functions
from carbohydrates (ALMEIDA et al., 2012). They have a variety of uses, such as
food additives, pharmaceutical adjuvants and intermediates in chemical synthesis.
Polyols such as xylitol, mannitol and erythritol can also be obtained by
biorefinery-based bioprocesses, which reuse industrial or agricultural wastes as
carbon source to production of other value-added compounds by
microorganisms.

It is important to consider that biochemical machinery of microorganisms is
very complex and some biosynthesis routes may not be specific to produce only
one type of polyol isomer. This complexity becomes greater with higher number
of possible compounds produced by a specific microorganism. Given that, it is
imperative to develop analytical tools to accurately identify and quantify such
compounds, considering that their production would be very advantageous to
both economic and environmental aspects. Polar compounds like polyols are
generally evaluated using Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) as
a separation mode. In this work is presented the development and an initial
evaluation of some analytical validation parameters of a HILIC-UPLC-ELSD method
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for determination of eleven different polyols as products of glycerin
bioconversion processes.

Material and methods

Analytical standards and chemicals

Polyol standards (glycerol, two C4H;,0, isomers [C4a and C4b], three CsH4,05
isomers [C5a, C5b and C5c], four C¢H140¢ isomers [C6a, C6b, C6c and C6d] and one
C,H,60; isomer [C7a] — Table 1) and trifluoroacetic acid (TFA) were purchased
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). HPLC-grade acetonitrile was purchased
from Tedia® (Fairfield, OH, USA). Ultrapure water (18 MQ cm) was obtained from
a Direct 16 Milli-Q purification system (Millipore Co., Bedford, MA, USA).

Table 1. Polyol’s isomers labeled according to the number of carbon atoms in the

structure. Compound's identification is under protected rights in this work.

c3 ca c5 C6 c7
Glycerol C4a C5a Cé6a C7a
Cab C5b Céb
C5c¢ Céc
Céd

Instruments and method validation

This work was started with the instrumental parameters previously described
by Fontes et al. (2016) and this configuration (

Table 2, a) was used during the optimization of the HILIC-UPLC-ELSD gradient
method. An Acquity UPLC H-class system (Waters®, Milford, MA, USA) and an
evaporative light scattering detector (ELSD, Waters®) controlled by Empower PRO
3 software was used to perform method development. Separation was achieved
on gradient mode (Table 2, Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.b and c)
using a UPLC BEH-Amide column (2.1 x 150 mm, 1.7 um; Waters®) equipped with
its respective pre-column.
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Table 2. Instrumental parameter set for polyols determination. ® previous method
described by Fontes et al. (2016); ® LC condition for C3, C4a, C4b, C5a, C5b, C5c, Cba, Cbb

and C7 separation. © LC condition for C6c and C6d separation.

System Parameters Initial condition® Method 1° Method 2°
ELSD Nebulizer gas pressure (psi)  25.0 40.0 40.0
Photomultiplier gain 200 200 200
Drift tube temperature (°C) 34.0 50.0 50.0
Nebulizer mode Cooling Cooling Cooling
UPLC Mobile phase flow (mL/min) 0.3 0.3 0.3
Column temperature (°C) 65.0 30.0 73.0
Injection volume (uL) 2.0 0.5 0.5
Elution mode Isocratic Gradient Gradient

The gradient was composed of 0.05% TFA in ultrapure water (A) and 0.05%
TFA in acetonitrile (B), running as follows (percentages of A/B): 5/95 with isocratic
elution (zero to 9.00 min); 15/85 to 34/66 with linear gradient elution (9.00 to
15.00 min); 5/95 with isocratic elution (15.01 to 20.00) for column re-
equilibration. Total run time was 20.00 minutes.

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were determined by the
signal-to-noise (S/N) method (ICH ..., 2005): the concentration at which the
method returned S/N > 3 and S/N > 10, respectively. All analytical curves were
determined in triplicate, and LOQ values were chosen as starting concentrations
for the curves. Linearity was evaluated by linear least squares regression method
and regression lines were subjected to Analysis of Variance (ANOVA; a = 0.05) to
evaluate statistical significance. Model fitting was determined by visual inspection
of regression residuals scatter plot.

Results and discussion

The isocratic method that was before applied only to 3 analytes (FONTES et
al., 2016) was successfully adapted to the present scenario, which demands the
separation of eleven different polyols. In the first condition (Table 2b), nine
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polyols were successfully separated within 20 min. However, two C6 compounds
(C6a and C6b) co-eluted at 11.12 min (Figure 1, A). For this reason, a new attempt
to separate these analytes was performed changing the column temperature to
higher values (second condition, Table 2c). The co-eluted C6 polyols were partially
separated at 73°C and this condition allows the differentiation between the both
C6 isomers as well as the quantification of them (Figure 1, B). To cover the eleven
analytes, these two methods were adopted: Method 1 to all polyols with the
exception of C6a and C6b; for these two, Method 2 was adopted.
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Figure 1. Chromatograms of a mix (11 polyols) standard solution at 400 pug/mL running as
described in Table 2. (A) 15.00 minutes chromatogram cut running at 30°C and (B) 10.00
minutes chromatogram cut running at 73°C. LSU: arbitrary light scattering units.

The LOD and LOQ were determined to the eleven compounds and are
represented in Table 3, in terms of analyte mass injected in the column.
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Table 3. Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) and linearity coefficient of
determination for each polyol studied.

2 2

Analyte R LOD LoQ Analyte R LOD LoQ
Glycerol 0.9925 «<1lug 15pg Céa  0.9998 50 ng 75 ng
Cda 0.999 50 ng 75 ng Céb 0.9941 625ng 0.1pg
C4db 0.9995 50 ng 75 ng Céc  0.9999 50 ng 75 ng
C5a 0.9998 40ng 62.5ng céd  0.9998 45ng 62.5ng
C5b 0.9999 50 ng 75 ng C7a  0.9999 50 ng 75 ng
C5c 0.9997 40ng 62.5ng -—-- - - -

Linearity data analysis was performed with both mass and peak area data
transformed to the logarithm form, given that the mathematical relation between
a compound mass and its ELSD response is not linear, but exponential (FONTES et
al., 2016). Regression lines to all polyols studied in this work presented a
coefficient of determination (R%) > 0.99 (Table 3). Regression models were also
statistically significant and showed to be fitted to the data. Also, all angular
coefficients were significantly different from zero.

Conclusions

The methods presented in this work showed to be suitable for the purpose
they were developed, being capable to separate the eleven analytes considered in
the study. The separation achieved makes possible the correct identification and
quantification of all polyols’ isomers within 15.00 minutes in Method 1 and 10.00
minutes in Method 2 (

Table 2; Figure 1). The HILIC-UPLC-ELSD methods showed to be linear in the
range studied with all R® > 0.99. It also presented good sensitivity with all LOQs <
100 ng of analytes mass on the column, with the exception of glycerol.
Nevertheless, the higher LOQ observed for glycerol does not represent a loss on
method quality, since this compound is expected to be found at high
concentrations in real samples compared to the target polyols. The developed
methods remain to be fully validated and applied to real samples of bioconverted
glycerol. Experiments are currently being conducted to evaluate these analytical
aspects.
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Estabilidade do dleo de polpa de macauba
bruto e refinado armazenado em diferentes
condicoes

Rodrigo da Silveira Nascimento Siqueiral, Gabriela A. B. Britoz, Aline F. de
Curvalho3, Simone Mendongad, Simone Palma dearoS, Lorena Costa Garcia®

Resumo

O dleo de polpa de macauba, para ser incorporado na mistura para produgdo
de biodiesel ou para fins alimenticios, deve atender a critérios de qualidade. Para
tal, o processo de refino faz-se necessario. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de um processo de refino e das condi¢cbes de
armazenamento sobre parametros de qualidade do éleo de polpa de macauba. O
6leo de polpa obtido por solvente foi refinado por meio das etapas de
degomagem, neutralizacdo e clarificagdo. Tanto o dleo bruto como o refinado
foram armazenados por 60 dias nas condicdes de presenca e auséncia de luz e sob
temperatura ambiente e de refrigeragdo. Verificou-se que o dleo refinado
apresentou ligeira reducdo da acidez, reducdo a metade do indice de perdxido e
perda de 2/3 do conteudo de carotenoides. Ao final do armazenamento, a acidez
nao diferiu entre o dleo bruto e refinado. O indice de perdxido no éleo bruto
aumentou nas condi¢cdes de armazenamento em temperatura ambiente, sendo a
oxidagdo ainda mais intensa com a incidéncia de luz. Conclui-se que o refino
favoreceu a qualidade do d6leo de polpa de macauba independentemente das
condi¢cGes de armazenamento.

Introdugao

A producdo de biodiesel no Brasil esta calcada, sobretudo, em duas fontes de
matéria-prima: déleo de soja (75% a 85%) e gorduras animais (15% a 20%)
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE OLEOS VEGETAIS, 2016),
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necessitando de uma diversificagdo para pavimentar as demandas crescentes.
Outros setores industriais também tém tido aumento no consumo de dleos
vegetais. Aliado a esse contexto e a aspectos de producdo agricola e industrial
sustentdvel, a palmeira macauba (Acrocomia aculeata) desponta como uma das
mais promissoras espécies na producdo de dleo vegetal para diversas areas do
territério brasileiro. O elevado rendimento em éleo, com expectativas que podem
superar os 4.000 kg/ha, as caracteristicas fisico-quimicas dos dleos de polpa e
améndoa e o aproveitamento dos coprodutos sdo pontos muito favoraveis para o
estabelecimento da cadeia produtiva da macauba (PIRES et al., 2013; EVARISTO et
al., 2016). Até o momento, a exploragdo da macauba no Brasil tem sido feita de
forma extrativista e em pequena escala, ndo alcangando o real potencial de
desenvolvimento socioeconémico que pode ser gerado em sistemas produtivos
com maior nivel de organizagao.

Os Oleos vegetais estdo suscetiveis a degradacao por fatores extrinsecos e
intrinsecos, que vado desde as condi¢cdes de colheita da matéria-prima até o
armazenamento dos 6leos ja extraidos. Fatores como temperatura, composi¢ao
do 6leo, atmosfera gasosa do meio, incidéncia de luz e presengca de compostos
pré ou antioxidantes, sdo os preponderantes em definir a ocorréncia e a
velocidade de rea¢Oes de degradacdo de dleos vegetais. Geralmente, os dleos
brutos passam por um processo de refino para atender padrdes especificos para
cada drea de consumo e contribui para a estabilidade do 6leo porque remove
substancias com atividade pré-oxidante. A finalidade do dleo ira determinar o uso
ou ndo de todas as etapas de refino, quais sejam degomagem, neutralizagao,
clarificacdo ou branqueamento e desodorizagdo (VICARI, 2013). Poucos estudos
foram divulgados até o momento sobre o processamento do fruto e estabilidade
dos 6leos extraidos da macatiba durante o armazenamento (DEL RIO et al., 2016;
NUNES, 2013). Dessa forma, é necessario gerar mais conhecimento para
estabelecer condi¢Ges de processo e armazenamento para os 6leos de macauba,
sobretudo para o dleo de polpa que corresponde a maior porg¢do de dleo do fruto
e contém alto teor de acido oleico (CONCEICAO et al., 2015).

Para tanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar parametros de
qualidade de éleo de polpa de macauba bruto e refinado, ambos armazenados
sob diferentes condi¢cdes de temperatura e presenca/auséncia de luz.
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Material e métodos

Frutos de macauba, coletados no Municipio de Corumba, MS, e armazenados
a -18 °C foram secos a 60 °C por 48 horas e despolpados mecanicamente em
despolpadeira marca RM Ltda. Para a extracdo do o6leo, a polpa seca foi
adicionada de éter de petrdleo e mantida overnight a 25 °C em agitagdo orbital. O
solvente foi removido por rotaevaporagao.

Uma parte do dleo obtido foi refinada, sendo executadas as etapas de
degomagem, neutralizagdo e clarificagdo, visando ao uso para biocombustiveis.
Na degomagem, o dleo foi aquecido a 60 °C sob agitagdo constante durante 30
minutos. Em seguida, foram adicionados 4% de acido fosférico e a mistura foi
aquecida a 60 °C por 5 minutos, sendo entdo centrifugada a 3.900 rpm por 20
minutos. A seguir, fez-se processo de neutralizagdo, no qual foi adicionado 10%
de NaOH 0,2 mol/L em relagdo a massa de dleo e novamente a mistura foi
centrifugada a 3.900 rpm por 20 minutos. Na etapa de clarificagdo, foi adicionado
1% de carvao ativado ao dleo e entdo a mistura foi seca em um rotaevaporador
por 30 minutos a 90 °C com pressdao de 10,67 kPa. Por fim, foi realizada a
centrifuga¢do da amostra a 3.900 rpm a 25 °C por 20 minutos, obtendo assim o
dleo refinado.

A outra parte do d6leo permaneceu em seu estado bruto. Ambos foram
acondicionados em recipientes de vidro transparente. As varidveis independentes
avaliadas foram: tipo de dleo (bruto e refinado, temperatura de armazenamento
(10 °C e 25 °C), incidéncia de luz (embalagem sem e com prote¢do de papel
aluminio) e tempo de armazenamento (0, 15, 30, 45 e 60 dias). Portanto, neste
estudo foram avaliados oito tratamentos, sendo eles: dleo bruto geladeira com
protecdo (BGCP); dleo bruto geladeira sem protecdo (BGSP); 6leo bruto bancada
com protecdo (BBCP); éleo bruto bancada sem protecdo (BBSP); dleo refinado
geladeira com protecdo (RGCP); dleo refinado geladeira sem protecdo (RGSP);
6leo refinado bancada com protecdo (RBCP); éleo refinado bancada sem protegdo
(RBSP).

Os 6leos foram avaliados quanto ao indice de acidez (ACID..., 2007), indice de
peréxido (PEROXIDE..., 2007) e quantificagdo de carotenos totais (SIEW et al.,
1995). A determinagdo do indice de perodxido foi realizada nos tempos 0, 15 e 45
dias e as demais andlises foram realizadas também apds 60 dias de
armazenamento. Os indices de acidez e perdxidos foram determinados em
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titulador automatico (Metrohm, modelo 907). A quantificagdo de carotenos totais
(A=446nm) foi realizada em espectrofotometro UV-VIS (Agilent, modelo Cary 60).

Resultados e discussao

indice de Acidez
A acidez do 6leo refinado foi ligeiramente menor do que a do dleo bruto

(Tabela 1).

Tabela 1. indice de acidez (mgKOH/g de dleo) de Sleo bruto e refinado de macatba
armazenados sob diferentes condigGes.

Amostra 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
BGCP 16,36 14,28 16,34 15,14 18,37
BGSP 16,71 16,02 16,42 15,87 17,55
BBCP 16,47 15,27 16,41 16,02 **
BBSP 16,56 15,57 16,22 16,19 18,77
RGCP 15,75 14,36 15,27 15,30 **
RGSP 15,69 14,59 15,40 15,00 18,81
RBCP 15,71 14,61 15,58 15,28 17,77
RBSP 15,99 14,70 15,50 15,29 18,04

BGCP: dleo bruto geladeira com protecdo; BGSP: 6leo bruto geladeira sem protegdo; BBCP: dleo bruto
bancada com protecdo; BBSP: dleo bruto bancada sem protecdo; RGCP: dleo refinado geladeira com
protecgdo; RGSP: dleo refinado geladeira sem protegdo; RBCP: dleo refinado bancada com protegdo;
RBSP: dleo refinado bancada sem protegdo; **: analise ndo realizada por falta de amostra.

Até 45 dias a acidez dos 6leos manteve-se estavel, porém apds 60 dias o
indice de acidez aumentou em todos os tratamentos.

indice de Peroxido

O processo de refino e o método de armazenamento influenciaram no indice
de perdxidos do déleo de macauba estudado (Tabela 2). Os dleos refinados
apresentaram menores indices de perdxidos, uma vez que o processo de refino
remove substdncias oxidantes e entre elas as que favorecem a formacgdo de
peréxidos pelo contato do d6leo com o oxigénio. Em relacdo ao local de
armazenamento, os 6leos mantidos na geladeira apresentaram menores indices
de perdéxido, em decorréncia da reducdo da velocidade de oxidagdo. A incidéncia
de luz favoreceu a formacdo de perdxidos no éleo bruto. As amostras deixadas
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expostas na bancada (BBSP) apresentaram valor de peréxido mais do que o dobro
daquelas que foram revestidas por papel aluminio (BBCP) (Tabela 2).

Tabela 2. indice de peréxido (meg/kg de 6leo) de Sleo de macauba bruto e refinado
armazenado sob diferentes condigbes.

Amostra 0 dias 15 dias 45 dias
BGCP 10,74 10,20 10,77
BGSP 10,04 10,75 11,19
BBCP 10,02 12,30 16,54
BBSP 13,11 17,66 34,81
RGCP 7,79 7,24 7,26
RGSP 7,53 7,45 8,65
RBCP 7,07 7,90 8,10
RBSP 7,80 8,21 9,06

BGCP: dleo bruto geladeira com protegdo; BGSP: 6leo bruto geladeira sem protegdo; BBCP: dleo bruto
bancada com protegdo; BBSP: dleo bruto bancada sem protecdo; RGCP: dleo refinado geladeira com
protegdo; RGSP: dleo refinado geladeira sem protegdo; RBCP: d6leo refinado bancada com protegéo;
RBSP: dleo refinado bancada sem protegéo.

Carotenos totais

O processo de refino foi eficiente em remover em torno de 2/3 do teor inicial
de carotenos do odleo bruto (Tabela 3). A temperatura de armazenamento
influenciou no teor de carotenos para ambos os 6leos, e em condi¢cdo ambiente
houve reducdo desses pigmentos. A decomposicdo dos carotenoides foi
potencializada pela presenca da luz, tanto no dleo bruto como refinado (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de carotenos das amostras de 6leo de macauba (ppm)

Amostra 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
BGCP 134,38 146,72 159,95 123,42 184,53
BGSP 138,41 139,76 129,88 121,77 121,15
BBCP 119,05 120, 26 108,29 97,01 90,89
BBSP 112,21 104,80 92,22 74,80 50,86
RGCP 31,41 35,10 33,25 30,30 31,81
RGSP 34,26 32,51 34,01 29,97 30,84
RBCP 27,86 35,08 33,20 30,66 26,12
RBSP 30,85 32,96 31,00 27,87 25,52

BGCP: 6leo bruto geladeira com protegdo; BGSP: 6leo bruto geladeira sem prote¢do; BBCP: dleo bruto
bancada com protecdo; BBSP: dleo bruto bancada sem protecdo; RGCP: dleo refinado geladeira com
protecgdo; RGSP: dleo refinado geladeira sem protegdo; RBCP: dleo refinado bancada com protegao;
RBSP: dleo refinado bancada sem protegéo.
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Conclusao

O processo de refino mostrou-se eficiente para retardar a degradagdo
oxidativa do o6leo de polpa de macauba. O armazenamento em temperatura
ambiente influencia negativamente a qualidade do dleo. Esse efeito negativo é
potencializado pela incidéncia de luz. Portanto, o 6leo de macauba deve ser
armazenado ao abrigo da luz para favorecer a manutencgdo de sua qualidade.
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Desenvolvimento e aplicacdao de um método
RP-UPLC-PDA para a analise simultanea de
dez acidos organicos derivados da
bioconversao de glicerina

Fldvia Soares Vieird', Augusto Lopes Souto®, Patricia Pinto Kalil Gongalves
Costa3, Fernanda Justen4, Talita Gabriela Salles Ramoss, Karen Santos de
LimaE, Jodo Ricardo Moreira de Almeida7, Ménica Caramez Triches
Damaso®, Clenilson Martins Rodrigues9

Resumo

A glicerina é um coproduto da produgao do biodiesel que possui baixo valor
comercial. Sabe-se que microrganismos podem converté-la em substancias de
maior valor agregado. Nesse contexto, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de estabelecer uma metodologia analitica simples e assertiva para
identificar e quantificar acidos organicos que podem ser obtidos nas etapas de
bioconversdo de glicerina. Utilizando a técnica de cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia (UPLC) acoplada ao detector de arranjo de fotodiodos (PDA),
pretendeu-se avaliar a bioconversdo da glicerina em acidos organicos de forma
rapida e eficaz. Ao empregar o sistema de eluicdo em gradiente constituido de
solugdo tamponada com H,PO, a 0,01 M (pH 2) e metanol, foi possivel separar e
identificar 10 acidos organicos em 15 minutos de anadlise. Na etapa de
quantificacdo dos compostos de interesse, foram geradas curvas analiticas pela
técnica de calibracdo externa. Ascurvas apresentaram linearidade satisfatéria
com coeficiente de determinagdo > 0,999. A aplicagdo desse novo método
cromatografico foi capaz de auxiliar na prospeccdo de microrganismos produtores
de acidos organicos de valor agregado. Sendo assim, o método desenvolvido
representa uma importante ferramenta analitica para avaliar a capacidade de
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producdo dessa classe de compostos-alvo a partir de processos de agregacdo de
valor da glicerina.

Introdugao

Na busca de novas fontes de energia, o biodiesel surgiu como uma
alternativa de combustivel sustentdvel. Pesquisas sugerem que o biodiesel seja
menos poluente do que o diesel de origem fdssil, sendo uma importante forma de
progresso tecnoldgico para limitar as emissdes de gases do efeito estufa e
diminuir a poluicdo ambiental. (QUISPE et al., 2013). O biodiesel ¢é
comercialmente obtido a partir de dleos vegetais e gorduras por processos de
transesterificagdo. No processo também é formado cerca de 10% de glicerina,
coproduto de baixo valor comercial (QUISPE et al., 2013; SILVA et al., 2009).

A produgdo mundial de biodiesel tem aumentado rapidamente na ultima
década. Entre as razOes para esse aumento esta a maior preocupagdo com 0s
efeitos dos combustiveis fosseis sobre o meio ambiente. A crescente produgdo de
biodiesel acarretard grandes excedentes de glicerina impura, trazendo novos
desafios de como converter ou usar o glicerol, a fim de melhorar a viabilidade
econdmica da cadeia produtiva desse biocombustivel (QUISPE et al., 2013). Sabe-
se que microrganismos podem naturalmente utilizar glicerol como fonte de
energia/carbono e converté-lo em produtos quimicos de maior valor agregado
(SILVA et al., 2009).

Diferentes classes de substancias podem ser obtidas a partir da bioconversido
da glicerina, dentre elas os acidos organicos (ASAD-UR-REHMAN et al., 2008).
Diversas metodologias tém sido empregadas para deteccdo de dcidos em
diferentes matrizes, sendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo
por arranjo de fotodiodos (HPLC-PDA) a técnica mais utilizada em virtude da sua
simplicidade, mas ainda muito morosa (AQUINO et al., 2015; SHUI & LEONG,
2002). No entanto, ha poucos estudos que utilizam cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia (UPLC) para monitorar um conjunto amplo de acidos organicos de
forma simultdnea e rapida, sendo muito raro encontrar aplicagGes especificas
para a area de biotecnologia.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver um método de
analise rapido e simples baseado em cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
(UPLC) para detectar e quantificar dez acidos organicos de cadeia curta (C2-C6) e
aplicar a metodologia analitica para monitorar a bioconversdo de glicerol.
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Materiais e métodos

Reagentes e materiais

Foram utilizados Metanol grau HPLC (J.T. Baker®), fosfato de potdssio
monobasico anidro (Sigma-Aldrich), acido orto-fosférico P.A. 85% (Vetec), e os
padrdes de acidos organicos AO,, AO,, AO3, AO,, AOs, AOg, AO5, AOg, AOg, e AO4.
Agua ultrapura foi obtida utilizando um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore
Co., Bedford, MA, EUA).

Instrumentacgao

As anadlises foram realizadas no cromatégrafo UPLC-PDA modelo Acquity H-class
(Waters) que consiste em um sistema de bombeamento de solvente quaternario,
um desgaseificador a vdcuo, um gerenciador de amostra com termostato FTN
(Flow-Through Needle), um forno de coluna equipado com pré-aquecedor de
solvente (pre-heater) e detector de arranjos de fotodiodos (PDA), todos
controlados pelo software Empower 3. As separa¢Bes foram realizadas em
coluna de fase reversa (C18) HSS T3 (2,1 X 150 mm, 1,8 um, Waters®), equipada
com pré-coluna com mesma composicdo de fase estaciondria. A fase moével
utilizada foi: A) solugdo tampdo fosfato monobasico de potassio 0,01 M (pH 2,0)
e B) metanol. A separacdo foi realizada em eluicdo em gradiente a vazdo de
0,3 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 30 °C.

Resultados e discussao

Diferentes condig¢des analiticas foram testadas a fim de se obter separacédo e
resolucdo cromatografica para todos os acidos AO;-;0 no menor tempo de analise
possivel. Foram avaliados de forma unidimensional diferentes valores de pH,
vazdo de fase mdvel, solventes e temperatura da coluna.

Os valores de pH utilizados foram 2,0; 2,2; 2,5; 3,0; 3,5 e a melhor
separagdo/resolucdo foi obtida em pH 2,0. Nessa condigdo, os acidos organicos
estudados apresentaram-se, predominantemente, na forma ndo ionizada.
Variou-se a composicdo do solvente orgdnico entre metanol e isopropanol
havendo perda de resolugdo dos picos com a utilizagdo de isopropanol. Foram
avaliadas as temperaturas do forno da coluna de 20 °C, 25 °C e 30 °C.
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Optou-se por trabalhar na condi¢do a 30 °C, pois menores temperaturas ndo
trouxeram ganho na separagdo dos acidos, além de terem aumentado o tempo de
eluicdo de alguns analitos. Foram avaliados os modos de elui¢do gradiente e
isocratico. A eluicdo em gradiente permitiu que os acidos de diferentes
polaridades fossem eluidos na mesma corrida cromatografica, permitindo ainda
ajustar a resolugdo dos picos por meio da variagdo da polaridade da fase moével.

Para o estudo da vazdo da fase movel, foram estudados os valores de
0,3 mL/min e 0,4 mL/min. Verificou-se que a vazdo a 0,3 mL/min forneceu um
maior nimero de pratos tedricos para todos os acidos, exceto para o ultimo acido
organico eluido, AO4o.

Variou-se também a composicdo da fase moével com alteragdes da proporg¢ado
final do solvente organico entre 15% e 25%. Verificou-se que o uso do gradiente
chegando a 25% de metanol trouxe melhorias para a resolu¢do de todos os picos,
em especial para o AO4, resolvendo o problema de resolugdo que o uso da vazao
de 0,3 mL trouxe para esse acido. Na Tabela 1, é apresentado o gradiente de
eluicdo otimizado para a fase moével utilizada neste estudo e, na Figura 1, é
ilustrado o perfil de separagao dos dez acidos organicos no método estabelecido.

Tabela 1. Gradiente de elui¢do da fase movel.

Tempo (min) A (%) B (%)

0 100 0

1,50 100 0

5,00 95 5

8,00 75 25

9,00 75 25

9,01 100 0
12,00 100 0

A = Tampado KH,P0O, 0,01 M; B = Metanol
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Figura 1. Perfil cromatografico de separagdo dos dez acidos orgdnicos obtidos a partir da andlise por

RP-UPLC-PDA (210 nm).

Analises quantitativas

Solugdes-estoque de cada um dos acidos organicos estudados foram
individualmente preparadas em diferentes concentragdes. Os padrdes dos acidos
AO; a AOg, AOg e AO, foram diluidos em dgua ultrapura e os padrdes dos acidos
AO; e AO,, foram diluidos em agua:metanol (2:8). Curvas analiticas foram
preparadas a partir da diluicio de volumes apropriados dos mix das solugGes-
estoque em agua:metanol (2:8), para os AO; e AO;p e em agua Milli-Q para os
demais acidos organicos estudados. Na etapa de quantificagdo foram realizadas
injecdes em triplicata de cada um dos niveis da curva analitica.

Tabela 2. Dados de regressao linear para os acidos organicos estudados.

Analito Faixa linear R?
AO, 0,002 -0,9 mg/mL 0,9998
AO, 0,02 - 2,0 mg/mL 0,9999
AO; 0,02 — 4,0 mg/mL 0,9999
AO, 0,02 -6,0 mg/mL 0,9999
AOs 0,02 — 6,0 mg/mL 0,9999
AOg 0,125 - 5 pg/mL 0,9993
AO, 0,03 -9,0 mg/mL 0,9999
AO; 0,2 - 150 pg/mL 0,9999
AOg 0,03 - 4,5 mg/mL 0,9999
AOy, 0,18 — 20 pg/mL 0,9999

A linearidade de cada composto foi estabelecida a partir de curvas analiticas
que foram construidas plotando a area do pico versus concentragdo dos padroes.
Na Tabela 2, estdo apresentados os valores da faixa linear e do coeficiente de
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determinacdo linear (R?) das curvas analiticas obtidas em 260 nm para o AO,, e
em 210 nm para os demais acidos. Todas as curvas analiticas mostraram boa
linearidade (R%> 0,999) como uma fun¢do drea versus concentragdo dentro dos
intervalos testados.

Aplicacao do método RP-UPLC-PDA para a andlise de acidos
organicos em amostras bioconvertidas

Para confirmar a aplicabilidade do método, aliquotas de amostras de
glicerina submetidas a quatro diferentes processos de bioconversdao por
microrganismos foram centrifugadas, diluidas em agua ultrapura e analisadas no
sistema RP-UPLC-PDA. Foi identificada bioconversdo com produgdo em niveis
significativos de quatro tipos de acidos organicos nas amostras analisadas durante
o estudo. Os valores de concentragdo calculados a partir das equagdes de
regressdao linear para os acidos organicos encontrados sdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo de 4cidos organicos em diferentes amostras geradas pela
bioconversdo de glicerina*, calculada a partir da aplicagdo do método RP-UPLC-PDA.

Analito Amostra Concentragao
AOs Processo 1 0,7 g/L
AO, Processo 2 0,9 g/L
AO, Processo 3 5,8g/L
AOg Processo 4 8,5g/L

*Os processos de bioconversdo ndo sdo descritos neste trabalho por razdes de sigilo.

Conclusoes

Neste estudo, foi possivel estabelecer um método para andlise rapida e
simultdinea de dez acidos organicos por UPLC-PDA. Os parametros
cromatograficos foram otimizados para fornecer a melhor resposta analitica para
o0 método proposto. A técnica mostrou-se promissora para realizar screening de
microrganismos eficientes na bioconversao de glicerina para producdo de acidos
organicos de valor agregado. Dentre os processos mais efetivos avaliados, o
método proposto indicou a producdo dos acidos AO,;, AO,, AOs e AOg em
concentragdes que variaram de 0,7 g/L a 8,5 g/L. Dessa forma, o método proposto
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se torna uma ferramenta analitica valiosa para estudos biotecnoldgicos de
aproveitamento de biomassa e seus coprodutos, como demonstrado para o caso
especifico de agregacdo de valor a glicerina.

Apoio financeiro

Este estudo foi apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa).
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Estudo da vida util das fibras da prensagem
de dendé hibrido

Paula Andrea Osorio Carmona’, Marina Borges Guimarées’, Raquel
Bombarda Campanha3, Lorena Costa Garcia4, Marcos Ené Chaves Oliveira5,
Félix Gongalves de SiqueiraE, Simone Mendon§a7

Resumo

Apesar de o 6leo ser o principal produto da palma de éleo, durante sua
producgdo sdo gerados residuos, como as fibras da prensagem, que contém mais
de 8% do dleo original e podem ser utilizadas para a obten¢do de produtos de
maior valor agregado, como, por exemplo, o B-caroteno. O B-caroteno é um
pigmento lipossoluvel, precursor da vitamina A, que apresenta importante poder
antioxidante, com ampla aplicagdo nas indUstrias cosmética e alimenticia. Para
que a atividade antioxidante desse composto seja mantida, é importante que nao
se oxide durante o armazenamento da matéria-prima ou sua extracdo. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a vida util das fibras frente a alguns dos
fatores que afetam a qualidade do B-caroteno presente. Estudaram-se ao longo
de 6 semanas o efeito da temperatura (25 °C e 40 °C) e da luz
(incidéncia/auséncia) sobre a concentragdo de carotenoides totais, a estabilidade
oxidativa e a qualidade do dleo extraido. Independentemente do tempo de
estocagem, os Oleos extraidos a partir das fibras armazenadas nas diferentes
condi¢Bes apresentaram alta acidez e alteragdes no perfil de acidos graxos. A
diminuicdo paulatina do teor de 6leo no tempo indicou atividade metabdlica de
microrganismos, que aparentemente favoreceram a produgdo de carotenoides na
auséncia de luz.
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Introdugao

A palma de éleo (Elaeis guineenses) possui importancia mundial por ser uma
oleaginosa de destaque para as industrias alimenticia, cosmética, farmacéutica e
de biocombustiveis. Com o crescimento da area de plantio, a industria de éleo de
palma estd gerando grandes quantidades de residuos, com estimativas de 184
milhdes de toneladas anualmente no mundo (VAKILI et al., 2015). O
aproveitamento desses residuos para a obtengdo de produtos de valor agregado
pode contribuir para o aumento do lucro nas industrias processadoras de éleo de
palma, além de torna-las ambientalmente corretas. Dentre esses residuos,
destaca-se a fibra de prensagem do mesocarpo, geralmente utilizada como
combustivel no processo de geragdao de vapor, que representa aproximadamente
12% do cacho de fruto fresco processado e contém de 8% a 18% de dleo residual
em base seca, o qual é uma rica fonte de carotenoides (4.000 ppm — 6.000 ppm).
No caso do 6leo extraido a partir das fibras, o a- e o B-caroteno constituem cerca
de 90% do total dos carotenoides presentes. Esses compostos sdo conhecidos pelas
suas atividades pré-vitaminicas A, uma vez que eles podem ser transformados em
vitamina A in vivo. Entretanto, hd escassez de informagGes sobre a forma como as
fibras devem ser armazenadas, apds a prensagem dos frutos, de modo a manter
estdvel a concentragdo de carotenoides e a qualidade de seu dleo residual. Portanto,
este estudo objetivou investigar a incidéncia da luz, da temperatura e do periodo de
armazenamento sobre o teor de carotenoides e a estabilidade oxidativa (indice de
substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico - TBARS) e hidrolitica (indice de acidez)
do dleo extraido a partir das fibras, simulando as condi¢cdes de estocagem na
industria de éleo de palma.

Materiais e métodos

As fibras da prensagem de dendé hibrido foram coletadas no dia 26/08/2015
na Empresa Denpasa e recebidas congeladas no dia 31/08/2015 na Embrapa
Agroenergia. ApOs a recepgao, as fibras foram condicionadas em sacos plasticos
transparentes ou recobertos com folhas de aluminio (para simular as condigGes
de armazenamento expostas ou protegidas contra a luz, respectivamente) e
armazenadas em incubadoras tipo BOD a 25 °C ou 40 °C contendo solucdes
saturadas de NaCl de forma a criar ambientes com umidades relativas de 74,3%.
Amostras de cada condicdo de armazenamento foram retiradas a cada 7 dias,
durante um periodo de 42 dias, para a extragdo do odleo. As fibras
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correspondentes a cada tempo de estudo foram secas em estufa com circulagdo e
renovagao de ar durante 24 horas a 65 °C e posteriormente moidas em moinho de
facas tipo Willye (STAR FT-60, Fortinox). Os dleos foram extraidos em extrator
acelerado por solvente (ASE-350, Dionex) com éter de petréleo a 70 °C e
analisados quanto ao teor de acidos graxos livres, indice de TBARS e perfil de
acidos graxos, determinados pelos métodos da American Oil Chemists’ Society
(2005) Cd 3d-63, Cd 19-90 e Ce 1-62, respectivamente. Os carotenoides totais
foram extraidos do dleo com acetona acrescida de BHT (0,1% m/v) e
quantificados por meio de curva padrdo de B-caroteno em acetona, com leitura
espectrofotométrica a 450 nm. O teor de extrato etéreo foi determinado em
equipamento tipo Ankon (AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY, 2005) (método Am
5-04). Foi utilizado um delineamento inteiramente ao acaso, em esquema de
parcelas subdivididas, com trés repeticGes. Nas parcelas, foram avaliados os
efeitos da temperatura (25 °C e 40 °C) e da luz (incidéncia/auséncia) e, nas
subparcelas, o efeito do tempo de armazenamento (tempo zero e 7, 14, 21, 28, 35
e 42 dias) das fibras. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as
médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se
o software SISVAR 5.6.

Resultados e discussao

A interagdo tripla luz x temperatura x tempo de estocagem foi
estatisticamente significativa para todas as variaveis analisadas (p<0,05, Tabela 1).

De acordo com a Tabela 1, na auséncia de luz, a 25 °C, foi verificada queda
no teor de carotenoides nas duas primeiras semanas de armazenamento, em
relacdo ao tempo zero. Apds esse periodo, houve aumento significativo desses
compostos no dleo e a concentragdo foi semelhante durante a terceira, quarta e
quinta semana de estocagem. Um comportamento similar foi constatado nas
fibras mantidas protegidas contra a luz a 40 °C, com decréscimo no contetudo de
carotenoides do 6leo na primeira semana de armazenamento, o qual foi
estatisticamente equivalente até os 28 dias de analise e incremento expressivo
nas duas semanas posteriores. Esse declinio e subsequente aumento no teor de
carotenoides foi apenas observado no dleo extraido das fibras armazenadas na
auséncia de luz e pode estar relacionado com a produgao desses compostos pelos
microrganismos observados na matéria-prima durante o tempo de estudo.
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Tabela 1. Efeito da temperatura (25 °C e 40 °C) e da luz (incidéncia/auséncia) sobre os
teores de carotenoides, indice de acidez, extrato etéreo e TBARS ao longo de seis semanas
de armazenamento da fibra de prensagem de dendé.
T Tempo de armazenamento das fibras
‘ () TO s1 s2 s3 sS4 S5 S6
CAROTENOIDES TOTAIS (pg/ g de 6leo)

25 3.153Aaa  3.324Aaa 3.364Aaa  3.441Aaa  3.400Aao.  3.293Aaa 3.177Aaa
i 40 3.153Aaa  3.103Aaa 3.054Aaa  2.589Aba  2.572Aba  2.232Bbp 1.660Bbp

25 3.153Aaa 2.522Baff 2.655Baa  3.285Aaa  3.660Aaa  3.267Aaa 2.940Bba
A 40 3.153Aaa  2.643Baa  2.802Bac.  2.646Baa  2.848Bba 3.244Aaa 3.735Aaa

EXTRATO ETEREO (% b.s.)

25 10,93Aaa  10,51Aap 9,97Aaa  9,40Aaa 7,19Baa 5,37Baa 6,32Baa
P 40 10,93Aaa  12,40Aaa  9,73Aaa 10,46Aaa 7,18Baa  6,83Baa 7,79Baa

25 10,93Baa  13,30Aaa  10,88Baa  9,84Baa 6,60Caa  5,56Caa 6,79Caa
A 40 10,93Aaa 11,69Aaa 9,84Aaa 7,36BbB  5,90Baa  4,66Cap 3,63Cbp

iNDICE DE TBARS

25 0,041Aaa 0,052Aaa 0,053Aaa  0,048Aac  0,046Aaa  0,048Aaa  0,043Aac
i 40 0,041Aac 0,047Aaa 0,046Aaa  0,043Aaa  0,047Aaa  0,040Aa 0,025Bbp

25 0,041Baac  0,044Bacc 0,045Baa.  0,048Aaa 0,057Aaa  0,054Aaa 0,030Bba
A 40 0,041Bacc 0,045Baa 0,053Aaa 0,057Aaa.  0,039Bba  0,068Aac.  0,054Aaa

ACIDEZ (mg KOH/ g de éleo)

25 15,26Daa  21,08Caa 27,30Baa  27,89Baa 29,85Aaa  24,49Baa  33,10Aaa
P 40 15,26Baa  18,98Baa 26,71Aaf 22,81Aaa 21,53Aba 18,90Bba 17,28Bba
A 25 15,26Daa  14,94Da 20,07CaB 25,80Baa  33,56Aaa  23,17Caac  19,73CaB

40 15,26Baa 19,97Baa 31,85Aba  18,97Bba  17,09Bba  15,92Bba  16,19Baa

TO, S1, S2, S3, S4, S5, S6 = tempo zero e primeira, segunda, terceira, quarta, quinta e sexta semana de
armazenamento, respectivamente; P e A = fibras armazenadas na presenca e na auséncia de luz,
respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott,
no nivel de 5% de significancia. Para a comparagdo do tempo de estocagem das fibras (linha), fixados
os niveis dos fatores luz e temperatura, empregaram-se letras mailsculas; para a comparagdo da
temperatura de armazenamento das fibras (coluna), fixados os niveis dos fatores luz e tempo,
utilizaram-se letras minusculas e, para a comparagdo dos niveis de luz (coluna), fixados os niveis dos
fatores temperatura e tempo, utilizaram-se letras gregas.
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Vale destacar que a escolha da temperatura (25 °C e 40 °C) e da umidade
relativa (74,3%) para conduzir o experimento foi realizada buscando simular as
condi¢Ges de estocagem observadas nas industrias processadoras de dleo de
palma. Quando as fibras chegaram ao laboratério, ja se encontravam com fungos
e foram armazenadas conforme recebidas, sem passar por processo de
autoclavagem. Essa contaminagdo aliada a alta umidade relativa e as
temperaturas avaliadas podem ter propiciado um ambiente favoravel a
proliferagdo e colonizagdo de possiveis microrganismos produtores de
carotenoides na auséncia de luz. Entretanto, os microrganismos isolados das
fiboras ao longo do tempo de estudo ainda estdo sendo caracterizados
molecularmente. Dentre os fungos que apresentam capacidade de produzir
pigmentos em quantidades elevadas, destacam-se os pertencentes aos géneros
Monascus, Paecilomyces, Aspergillus e Penicillium (DUFOSSE, 2006). Quando
foram avaliadas as temperaturas de armazenamento das fibras, na presenga de
luz, observou-se que a 25 °C a concentragdo de carotenoides do 6leo manteve-se
constante ao longo do tempo. Ja nas fibras mantidas a 40 °C, o conteddo de
carotenoides diminuiu significativamente na quinta e na sexta semana de
armazenamento. Tal resultado pode estar associado com a sensibilidade dos
carotenoides a luz e ao calor.

De acordo com a Tabela 1, o teor de extrato etéreo das fibras diminui ao
longo do tempo, independentemente da temperatura de armazenamento e do
nivel de luz empregado, indicando atividade metabdlica dos microrganismos
presentes na fibra. Nas fibras mantidas a 40 °C, na auséncia de luz, essa redugdo
foi mais acentuada. Conforme observado para a concentragdo de carotenoides
totais, é possivel que essa condicdo de armazenamento apresente forte efeito
sobre a biossintese de metabdlitos produzidos por microrganismos, tais como os
pigmentos. Metabolicamente, a temperatura esta associada com alteracGes nas
atividades das proteinas, podendo controlar o crescimento celular, a produgdo de
metabdlitos primdarios e secundarios, a fermentagdo e os processos de oxidagdo
da célula.

Fixando-se os niveis do tempo de armazenamento a 25 °C, o indice de TBARS
do dleo foi estatisticamente equivalente independentemente da exposi¢do ou da
protecdo das fibras contra a luz durante a estocagem (Tabela 1). A mesma
tendéncia foi observada para as fibras mantidas a 40 °C, em um determinado
tempo de armazenamento, durante as quatro primeiras semanas. Depois da
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quinta semana de estudo, para todas as condi¢des avaliadas, foi verificado um
declinio no indice de TBARS, presumivelmente pela formacdo de produtos
estaveis em decorréncia da reagdo dos produtos da oxidagdo secundaria com
outros compostos.

Foram observadas duas tendéncias de acidificagdo do dleo extraido a partir
das fibras da prensagem de dendé (Tabela 1). O dleo obtido das fibras
armazenadas a 40 °C apresentou um pico maximo de acidez durante a segunda
semana de armazenamento, independentemente da exposi¢do ou da protecdao
contra a luz da matéria-prima. Ja no dleo extraido das fibras mantidas a 25 °C, os
maiores valores de acidez durante a estocagem na auséncia e na presenca de luz
foram constatados na quarta e na sexta semana de andlise, respectivamente.
Entretanto, para essa ultima condicdo de armazenamento, a acidez do dleo
verificada durante a quarta (29,85 mg KOH/ g de dleo) e a sexta (33,10 mg KOH/ g
de 6leo) semana foi estatisticamente equivalente (p>0,05).

A mais rapida acidificacdo verificada nos dleos extraidos das fibras mantidas
a 40 °C pode estar relacionada com a alta temperatura de armazenamento que,
associada a umidade relativa do ambiente (74,3%), favoreceu o crescimento de
microrganismos na matéria-prima e a degradacdo do dleo. Por sua vez, a
atividade microbiana e os altos teores de umidade, que servem como fonte de
moléculas de agua para desencadear uma série de reagdes quimicas indesejaveis,
ocasionam a hidrdlise das moléculas de triacilglicerideos dos dleos e,
consequentemente, o aumento do teor de acidos graxos livres. Provavelmente,
nas fibras armazenadas a 25 °C, a elevagdo da carga microbiana conforme o
tempo de armazenamento aconteceu mais lentamente, retardando as reagdes
hidroliticas responsaveis pela formag¢do de &acidos graxos livres. Entretanto, as
densidades de bactérias, leveduras e fungos filamentosos nos diferentes periodos
de armazenamento ndo foram quantificadas neste estudo. Segundo a Resolugao
RDC n2 270 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2005), de 22 de setembro
de 2005, regulamento técnico para Oleos vegetais, gorduras vegetais e creme
vegetal, o teor de 4cidos graxos livres para dleos nao refinados ndo deve exceder
10 mg KOH/g de dleo. Desse modo, os Oleos extraidos a partir das fibras
armazenadas nas diferentes condi¢cGes de estudo, em fungdo do tempo,
indicaram baixa qualidade da matéria-prima utilizada, ja que nenhum deles
atendeu a legislagao.
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Uma vez que os 6leos apresentaram perfis de acidos graxos semelhantes ao
longo do tempo, independentemente da condi¢do de armazenamento das fibras,
somente serdo mostrados os resultados obtidos para o dleo extraido das fibras
armazenadas a 40 °C sob incidéncia de luz (Figura 1).
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Figura 1. Perfil de acidos graxos (%) das fibras estocadas a 40 °C expostas a luz.

No tempo zero de armazenamento, o 6leo apresentou altos teores de acidos
graxos insaturados, sendo os mais abundantes o acido oléico (C;g,) e o acido
linoléico (Cyg.,), que representaram 45,3% e 11,2%, respectivamente, do contetido
total de 4acidos graxos observado. Os acidos graxos saturados palmitico (Cie.0),
com 24,5%, e laurico (Ciy), com 8,1%, também foram encontrados em
quantidades significativas. Foram verificadas diferengas estatisticamente
significativas, logo na primeira semana de armazenamento, no perfil de acidos
graxos dos Oleos extraidos a partir das fibras. Enquanto os teores de acidos graxos
insaturados (Cyg.1, Cis.2 € Cig3) € 0s de acidos graxos saturados de cadeia longa
(Cy6:0 € Cig0) apresentaram queda ao longo do tempo, as concentragdes de acidos
graxos saturados de cadeia média (Cg.g, C10.0, C12:0 € Cia:0) aumentaram durante o
armazenamento. A diminui¢do no teor de acidos graxos poli-insaturados pode ser
explicada pela suscetibilidade desses &acidos a transformagdes quimicas na
presenca de fatores pro-oxidantes, tais como o oxigénio, a umidade, a luz e o
calor, em virtude da reatividade das suas ligagdes duplas. J4 o decréscimo dos
acidos graxos saturados de cadeia longa pode estar associado com a preferéncia
da microbiota presente na matéria-prima por esses acidos, que estariam sendo
utilizados pelos microrganismos para a biossintese de outros acidos graxos de
cadeias mais curtas. Entretanto, essas mudangas foram mais acentuadas nas
fiboras armazenadas a 40 °C, principalmente, sob incidéncia de luz. Essa
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instabilidade quimica sugere que a estabilidade oxidativa do dleo ndo foi
preservada durante o tempo de armazenamento nas condi¢des estudadas.

Conclusoes

Neste estudo, utilizaram-se as fibras resultantes da prensagem na industria
de 6leo de palma para a obtengdo de produtos de alto valor agregado, como o B-
caroteno. Os Oleos extraidos a partir das fibras armazenadas nas diferentes
condi¢bes de estudo, em fung¢do do tempo, indicaram instabilidade oxidativa e
baixa qualidade. As mudangas no perfil de dacidos graxos e a hidrdlise de
triacilglicerideos (indice de acidez) foram mais significativas que as do indice de
TBARS. Em estudos posteriores, seria interessante quantificar as densidades de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos associadas com as fibras durante o
armazenamento para ter um maior controle sobre as condi¢gdes que favorecem o
desenvolvimento desses microrganismos. A diminui¢cdo paulatina do teor de 6leo
no tempo indicou atividade metabdlica de microrganismos. O armazenamento
das fibras a 25 °C, com presenca de luz, foi a condigdo que menos apresentou
variagdes no teor de carotenoides ao longo do tempo, ao passo que a auséncia de
luz, aparentemente, favoreceu a produgdo desses compostos.

Apoio financeiro

Finep — Projeto DendePalm.
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Estudo da atividade enzimatica de lipases
presentes no mesocarpo de dendé (Elaeis
guineensis)

Jéssica Kele Arruda Macédo®, Dasciana de Sousa Rodriguesz, Thdlyta Fraga

Pachecog, Thais Demarchi Mendes4, Cibele Favoreto5, Félix Gongalves de

SiqueiraG, Patricia Verardi Abdelnur’

Resumo

A acidificagdo do 6leo de dendé decorrente da atividade de lipases é um
obstaculo em sua produgdo e tem um forte impacto sobre sua qualidade,
podendo leva-lo a se tornar impréprio para consumo humano. Assim, existe um
grande interesse na identificacdo das alteragdes que ocorrem no éleo durante a
maturagdo e apods a colheita dos frutos. O objetivo deste estudo foi desenvolver
um protocolo de isolamento das lipases responsdveis pela acidificagdo do dleo e
verificar sua atividade por meio de técnicas bioquimicas e analiticas.

O mesocarpo dos frutos de dendé foram picados, triturados em uma solugao
aquosa e centrifugados para determinacgdo das atividades de lipases por meio de
titulagao utilizando hidréxido de sédio. Além disso, a formagdo de produtos da
degradagdo enzimatica de triacilglicerdis também foi avaliada por espectrometria
de massas (MS).

Os resultados obtidos indicam a presenca de lipases em uma das fases
obtidas, uma vez que a titulagdo mostrou uma rapida acidificagdo do éleo na
presenca do extrato enzimatico e a andlise por MS indicou a presenca de novos
compostos com massas moleculares menores, além da diminui¢do na intensidade
dos compostos de alta massa molecular apds 15 minutos de reagao.

O protocolo de isolamento da lipase utilizado apresenta resultados
satisfatorios, visto que a atividade de lipase foi identificada em frutos de Elaeis
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guineensis coletados na Embrapa Cerrados. No entanto, a identificagdo dos
compostos quimicos encontrados ainda é indispensdvel a fim de confirmar o
aumento de acidos graxos e diminuicdo de acilglicerdis, como mono, di e
triacilglicerdis. Além disso, outras condiges para as reagdes enzimdticas como
variagdo de temperatura e pH deverdo ser testadas a fim de compreender melhor
a agdo dessas enzimas.

Introducao

Dendé

O dleo de dendé ou palma, extraido de Elaeis guineensis, compreende a
maior fonte de Oleo vegetal, correspondendo a cerca de 32% do mercado
mundial. Espera-se ainda que a produgdo de dleo de palma do mercado devera
aumentar para atender a demanda, que estd prevista para dobrar até 2030
(CARLSSON et al., 2011). Uma questdo importante na produgdo do dleo é a
acidificagdo rdpida que pode ocorrer apds a colheita. Isso ocorre em decorréncia
da atividade de lipases que liberam acidos graxos livres (FFA — free fatty acid) no
mesocarpo de frutos maduros (EBONGUE et al., 2006). Essa acidez tem um forte
impacto sobre a qualidade do éleo, ja que um teor de FFA de 45% é considerado
impréprio para o consumo humano (EBONGUE et al.,, 2008). Como essa
acidificagdo ocorre rapidamente apds a colheita, as industrias devem processar os
cachos em até 2 dias, impossibilitando a estocagem e, consequentemente,
dificultando a exploragdo do éleo de palma em grande escala. Apesar de a lipase
poder ser inativada por tratamento térmico dos cachos colhidos, qualquer agdo
enzimatica antes do tratamento térmico leva a liberagdo de FFAs que devem ser
removidos por meio de um processo de refinagdo onerosa e que leva a perdas de
6leo (GIBON et al., 2007).

A importancia econémica da acidez do 6leo de palma faz com que a lipase do
mesocarpo seja uma enzima de grande interesse em dendé (SAMBANTHAMURTHI
et al., 2000). Sabe-se que essas plantas podem apresentar uma atividade lipolitica
alta ou baixa e que essa caracteristica € monogénica (EBONGUE et al., 2008).
Diversos trabalhos buscando lipases que poderiam estar envolvidas com a acidez
do 6leo foram realizados (BOURGIS et al., 2011; EBONGUE et al., 2008; MORCILLO
et al., 2013; EBONGUE et al., 2006). No entanto, a atividade das lipases presentes
nesses frutos ainda ndo foi completamente elucidada. Assim, a a¢do dessa classe
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de enzimas apo6s a colheita dos frutos ainda precisa ser estudada, ja que estas
contribuem ndo apenas para a alteragao do perfil lipidico dos frutos, mas também
para o processo de acidificagdo do dleo, gerando grandes impactos econdmicos e
sociais. Além de desenvolver um protocolo de isolamento das lipases
responsaveis pela acidificagdo do dleo, este trabalho tem como objetivo verificar
sua atividade por meio de técnicas bioquimicas e analiticas.

Materiais e métodos

Producao do extrato bruto

A purificacdo da lipase foi realizada de acordo com o método descrito por
Abigor e colaboradores (1985). O extrato foi preparado pela homogeneizagdo do
mesocarpo com tampao fosfato 0,1 mol/L contendo EDTA 0,1 mol/L. O material
foi filtrado com uma gaze e centrifugado a 1.1000 x g durante 30 minutos. Trés
fragdes foram obtidas: uma camada superior de gordura, uma camada
intermedidria aquosa e detritos sedimentados. A camada superior foi transferida
para um tubo contendo solug¢do aquosa de éter dietilico saturada em cloreto de
sédio. Essa mistura foi suavemente agitada e mantida em repouso a 4 °C durante
1 hora. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 5.000 rpm dando origem a trés
fases: uma fase superior contendo éter e lipideos, uma camada intermediaria
contendo a enzima e uma camada inferior contendo outros componentes sollveis
em sal. Ambas as fases superior e inferior foram removidas com uma pipeta
Pasteur e a camada solida (intermediaria, contendo a enzima) foi reextraida duas
vezes com éter e NaCl saturado para remover a maxima quantidade de dleo
possivel da fase contendo a enzima. Esse extrato bruto da enzima foi dialisado
contra agua destilada durante 24 horas.

Atividade lipolitica

Para determinagao da atividade de lipase, foram usadas como substrato duas
emulsdes preparadas pela mistura de 0,75 g do 6leo de dendé refinado, 30 mL de
tampdo fosfato 10 mmol/L (pH 7 ou 9) e 6 g de goma ardbica. A liberagdo de
acidos graxos apods adicdo de 1 mL do extrato bruto obtido da fragdo do
mesocarpo de dendé foi monitorada em diferentes intervalos de tempo, de 150
até 1.000 segundos, e o pH mantido em 7 ou 9, com o auxilio de um titulador
automatico. A atividade enzimatica é diretamente proporcional a quantidade de
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hidréxido de sédio (100 mmol/L) necessaria para neutralizar os acidos graxos
liberados e, neste trabalho, considerou-se uma unidade arbitraria de atividade
como sendo volume de NaOH, 100 mmol/L por minuto, por mL de extrato
enzimatico. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo magnética a 37 °C e a
reacao foi monitorada por até 1.000 segundos.

Analise por espectrometria de massas

Para confirmar a acidificagdo do 6leo, as seguintes amostras foram
analisadas: o dleo (refinado fornecido pela Denpasa), o extrato bruto de
mesocarpo de dendég, o hidrolisado proveniente da atividade lipolitica em pH 7 e
um outro hidrolisado em pH 9, ambos obtidos no processo descrito no item
“Producdo do extrato bruto”.

As amostras (100pL) foram diluidas em 900 pL de metanol/tolueno (1:1)
contendo 4acido férmico 0,1%. Em seguida, os tubos foram agitados e
centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. Foram diluidos novamente 100 pL
dessas solugGes em 900 pL de metanol contendo 0,1% de &acido férmico. As
andlises foram realizadas por injecdo direta (DIMS - Direct Infusion Mass
Spectrometry) em um espectrémetro de massas lon Trap (LTQ XL, Thermo Fisher
Scientific). As condicGes de andlise consistiram em um fluxo da seringa de 5
uL/min, temperatura do capilar de 400 °C, e os dados foram adquiridos utilizando
fonte de ionizagdo electrospray em modo positivo ESI(+)-MS com faixa de massa
entre 100 m/z a 1.000 m/z. As analises foram realizadas utilizando os softwares
LTQ 2.2 e Xcalibur 2.2 (Thermo Scientific) e os resultados avaliados pelo Xcalibur
Qual Browser (Thermo Scientific).

Resultados e discussao

No ensaio de atividade de lipase utilizando o extrato bruto obtido a partir do
mesocarpo de frutos de Elaeis guineensis e 6leo de dendé refinado como
substrato, foi possivel observar uma acidificacdo do meio na reagdo contendo a
fase enzima da extragdo com éter e na reagdo contendo a fase éter (Figura 1,
linhas azul e roxa, respectivamente), apés 300 segundos, (apods o titulador
reajustar o pH do meio, o qual diminuiu drasticamente quando da adi¢do do
extrato enzimatico em decorréncia da presenga de acidos graxos nesse extrato).
Isso indica a presenca da enzima ativa nessa amostra. Tal atividade foi registrada
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por um longo periodo de tempo (900 s). O branco contendo apenas a enzima
(auséncia de substrato, linha laranja) também apresentou uma acidificagdo rapida
(queda inicial do pH devido a acido preexistente no extrato enzimatico), porém
apenas em um primeiro momento (aproximadamente 100 s), seguido por
estabilizagdo da acidificagdo. As outras amostras também apresentaram
acidificagcdo nos primeiros segundos, seguido por estabilizacdo do pH ao longo do
tempo.

4
=y
E 35
=
£
3

E
o . R
S 75 Branco - 6leo de dendé
- ’
5 2 = Fase aquosa - 1a. extracdo
]
= Fase aquosa (Extracdo com éter)
-E' L5 Fase éter (Extracdo com éter)
-S 1 Fase enzima (Extracdo com éter)
m
E 0.5 Branco enzima (Extragdo com éter)
20
T /
o
s 0 e
> 0 200 400 600 800 1000

-0,5

Tempo (s)

Figura 1. Perfil de hidrédlise do éleo de dendé refinado catalisada por lipase de mesocarpo de dendg,
utilizando titulador automatico. A mistura foi mantida a pH 7 °C e 37 °C. Atividades calculadas apds
reajuste inicial do pH (mL de NaOH/min): Branco da enzima, O; Fase enzima 0,03; Fase éter, 0,03; Fase
aquosa (extragdo com éter), 0; fase aquosa (12 extragdo), 0; Branco do dleo, 0.

Outra maneira de confirmar a atividade enzimdtica nas amostras foi por
meio da analise de formacdo de produtos no 6leo por espectrometria de massas.
Apos a diluicdo das amostras na solugdo de tolueno/metanol/4cido férmico e
centrifugacdo, houve a separagdo das amostras em duas fases, sendo uma
superior e outra inferior. Dessa forma, na etapa seguinte de dilui¢do, tanto a fase
superior quanto a inferior de cada amostra foram diluidas em metanol/acido
formico e analisadas separadamente. A analise preliminar dos compostos da fase
superior mostra a presenca de uma ampla diversidade de componentes com m/z
entre 100 e 1.000.

A comparag¢do entre o substrato puro e as reagdes mostra que existe uma
diminuicdo na intensidade dos compostos de alta massa molecular e aumento da
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intensidade dos componentes de baixa massa (Figura 2). Isso pode indicar a
presenga de atividade enzimdtica, jd que as lipases sdo enzimas que atuam de
maneira especifica sobre lipideos e agem principalmente catalisando ragGes de
hidrdlise de triacilglicerideos.
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Figura 2. Identificacdo de compostos presentes no substrato, extrato enzimdtico e formagdo de
produtos apds a reacdo enzimatica. Espectros de massas (ESI (+)-MS) das amostras: a) Oleo, b) Fase

superior — Enzima, c) Fase superior — Hidrolisado em pH7, d) Fase superior — Hidrolisado em pH 9.

Conclusao

O protocolo de isolamento da lipase foi desenvolvido e apresenta resultados
satisfatorios, visto que uma atividade da lipase foi identificada no extrato
enzimatico de frutos de Elaeis guineensis coletados na Embrapa Cerrados. A
identificacdo da atividade enzimatica foi realizada por meio de titulagdo e por
analise da formacdo de produtos por espectrometria de massas. No entanto, a
identificagdo dos compostos formados sera realizada utilizando experimentos de
espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS - High Resolution Mass
Spectrometry) e tandem (MS/MS) a fim de confirmar a identidade de cada ion.

(%]
()
-
o
=
=}
[}
(a]




Quimica de Biocombustiveis e Biomassa

Apoio Financeiro

Finep.

Referéncias

ABIGOR, D. R.; OPUTE, F. I.; OPOKU, A. R.; OSAGIE, A. U. Partial purification and some properties of the
lipase present in oil palm (Elaeis guineensis) mesocarp. Journal of the Science of Food and Agriculture,
Sussex, v. 36, n. 7, p. 599-606, 1985.

BOURGIS, F.; KILARU, A.; CAO, X.; NGANDO-EBONGUE, G.; DRIRA, N.; OHLROGGE, J. B.; ARONDEL, V.
Comparative transcriptome and metabolite analysis of oil palm and date palm mesocarp that differ
dramatically in carbon partitioning. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, Washington, DC, v. 108, n. 44, p. 18186-18186, 2011.

CARLSSON, A. S.; YILMAZ, J. L.; GREEN, A. G.; STYMNE, S.; HOFVANDER, P. Replacing fossil oil with fresh
oil-with what and for what? European Journal of Lipid Science and Technology, Malden, v. 113, n. 7,
p. 812-831, 2011.

EBONGUE, G. F. N.; DHOUIB, R.; CARRIERE, F.; AMVAM ZOLLO, P.-H.; ARONDEL, V. Assaying lipase
activity from oil palm fruit (Elaeis guineensis Jacq.) mesocarp. Plant Physiology and Biochemistry,
Paris, v. 44, n. 10, p. 611-617, 2006.

EBONGUE, G. F. N.; KOONA, P.; NOUY, B.; ZOK, S.; CARRIERE, F.; ZOLLO, P. H. A.; ARONDEL, V.
Identification of oil palm breeding lines producing oils with low acid values. European Journal of Lipid
Science and Technology, Weinheim, v. 110, n. 6, p. 505-509, 2008.

GIBON, V.; DE GREYT, W.; KELLENS, M. Palm oil refining. European Journal of Lipid Science and
Technology, Weinheim, v. 109, n. 4, p. 315-335, 2007.

MORCILLO, F.; CROS, D.; BILLOTTE, N.; NGANDO-EBONGUE, G.-F.; DOMONHEDO, H.; PIZOT, M.;
CUELLAR, T.; ESPEOUT, S.; DHOUIB, R.; BOURGIS, F.; CLAVEROL, S.; TRANBARGER, T. J.; NOUY, B.;
ARONDEL, V. Improving palm oil quality through identification and mapping of the lipase gene causing
oil deterioration. Nature Communications, London, v. 4, p. 2160, 2013.

SAMBANTHAMURTHI, R., SUNDRAM, K., TAN, Y.-A. Chemistry and biochemistry of palm oil. Progress in
Lipid Research, Oxford, v. 39, n. 6, p. 507-558, 2000.

289

(7]
()
-
o
=
>
[}
(a]




Ferramentas metabolomicas aplicadas na
identificacao de marcadores quimicos
relacionados ao amarelecimento fatal em
folhas de Elaeis guineensis

Mauro Vicentini Correia’, Augusto Lopes Souto®, José Anténio de Aquino
Ribeiro3, Patricia VerardiAbdelnur4, Clenilson Martins Rodrigue55

Resumo

A palma de 6leo ou dendezeiro é uma das culturas vegetais mais rentaveis
no mundo. Além do 6leo da polpa do fruto, com 34% do mercado, também ha
exploragdo comercial da casca, das fibras, do éleo da améndoa (palmiste) e do
cacho vazio do dendezeiro em diversos segmentos industriais. Nas regides
produtoras da Ameérica Latina, incluindo o Brasil, a producdo do dendé é
ameacada por uma anomalia desconhecida e denominada como amarelecimento
fatal (AF), essa condigdo diminui significativamente a produgdo do dendezeiro e
pode matar a planta. Apesar de ter sido bastante estudado, ainda ndo se conhece
a causa do AF. Assim, o objetivo do presente trabalho foi identificar marcadores
quimicos relacionados a ocorréncia do AF, utilizando abordagens metabolomicas.
As técnicas de analise utilizadas nesta abordagem foram cromatografia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-ESI-QTOF-MS). Foram identificadas como
marcadores 13 substdncias, sendo 10 detectados pelo modo de ionizagdo ESI(+)-
MS e 3 identificados por ESI(-)-MS. Uma estrutura proposta foi confirmada, com
base em dados do banco de dados Metlin e experimentos de fragmentacdo
(MS/MS).

Introdugao

Das principais espécies vegetais exploradas comercialmente, a palma de dleo
ou dendezeiro (Elaeis guineensis) é uma das culturas mais rentaveis no mundo.

* Farmacéutico, doutor em Quimica, Universidade de Sdo Paulo, mauro.correia@colaborador.embrapa.br
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Além do dleo da polpa do fruto, também ha exploragdo comercial da casca, das
fibras, do déleo da améndoa (palmiste) e do cacho vazio do dendezeiro em
diversos segmentos industriais (BARCELOS et al., 2015).

O dleo de E. guineensis é o mais consumido no mundo dentre os 6leos
vegetais, com 34% do mercado em 2015, seguido pelo éleo de soja com 29%. Em
2015, a produgdo de dleo de dendé foi de 60,8 milhGes de toneladas, sendo os
maiores produtores a Indonésia e a Malasia, com 85% da produgdo mundial
(ESTADOS UNIDOS, 2016).

O maior entrave na manutencdo e expansao da cultura de E. guineensis sao
as doengas, que provocam a diminuigdo significativa na produgao. No Brasil e em
outros paises da América Latina, como Col6mbia e Equador, a produgdo do dendé
é ameacada por uma anomalia desconhecida e denominada como
amarelecimento fatal (AF), uma condi¢do que pode matar a planta (BOARI, 2008).
Apesar de ter sido bastante estudada, ainda nao foi possivel encontrar a causa
dessa anomalia e ndo ha evidéncias de que seja provocada por agentes bidticos
como fungos, bactérias, fitoplasma ou virdides (BARCELOS et al., 2015). No
entanto, a causa bidtica ainda ndo foi descartada. Por outro lado, ha estudos que
apontam a origem do AF como sendo um fator abidtico, existindo evidéncias de
que o surgimento do AF no espago e no tempo ndo segue padrdes de doengas
causadas por fitopatégenos; também ha relatos de que areas préximas de cursos
de dgua e com drenagem ineficiente possuem maior incidéncia de AF (BERGAMIN
et al., 1998).

A partir do estudo da composicdo quimica de plantas com e sem AF é
possivel empregar ferramentas metabold6micas para tentar encontrar possiveis
vias que sao influenciadas. A metabolomica pode ser descrita como o estudo
sistematico dos “rastros” deixados por processos celulares especificos em um
determinado momento. Esses “rastros”, uma vez identificados, podem revelar o
perfil fisiolégico de uma célula, tecido ou érgdo em um momento determinado
(POULSON-ELLESTAD et al., 2014).

O objetivo do presente trabalho foi empregar ferramentas metabolomicas
no estudo do AF. A estratégia foi analisar extratos de folhas de E. guineenses com
0 uso de técnicas cromatograficas e espectrométricas, seguido de analises
estatisticas, e indicar os grupos de metabdlitos contrastantes entre amostras de E.
guineenses com e sem AF.
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Materiais e métodos

Coleta do material vegetal

As folhas e raizes de plantas de Elaeis guineenses (dendé) foram coletadas no
Municipio de Moju, no Estado do Par3, nas dreas de plantio da empresa
Marborges Agroindustria S. A. Foram coletadas folhas e raizes de 8 plantas sadias
e de 8 plantas anémalas (com AF).

Pré-tratamento do material vegetal

O material botanico (folhas de dendé) foi lavado em solugdo de hipoclorito
de sddio a 1% por 2 min, em seguida foi lavado em agua corrente, lavado com
agua destilada e finalmente seco com papel toalha. Apds isso, foi acondicionado
em papel pardo, identificado, introduzido em estufa de circulagdo e renovagdo de
ar a 40 °C até adquirir peso constante. Apds a secagem, as folhas foram trituradas
utilizando-se moinho de facas.

Preparo dos extratos

Pesou-se, em tubo falcon de 50 mL, 1 g de material vegetal (folhas
trituradas), em seguida 10 mL de solugdo etanol 70% foi adicionada ao tubo, que
foi submetido por 5 min a um banho de ultrassom a temperatura ambiente. A
amostra foi retirada do banho de ultrassom e adicionou-se 15 mL da solugdo
etanol 70% para completar a proporg¢do de 1 g de folha pulverizada para 25 mL de
solugdo, e novamente a amostra foi submetida por 5 min ao banho de ultrassom.

Em seguida, a amostra foi centrifugada a 9000 rpm por 10 min, depois o
sobrenadante foi filtrado, em papel filtro, para um baldo volumétrico de 25 mL. O
volume foi completado para 25 mL com solugdo de etanol 70%. Uma aliquota
de 3 mL do extrato hidroalcodlico foi submetida ao processo de extragdo em
fase sdlida (SPE), cartucho C18 de 500 mg, com o objetivo de retirar o excesso
de clorofila.

Foi coletado 1,3 mL de cada amostra de extrato hidroalcodlico passada por
SPE, em um “vial” de 1,5 mL. O procedimento foi realizado para cada uma das 16
amostras de folhas, 8 anémalas (F1-F8) e 8 sadias (F9-F16).
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Cromatografia liquida com deteccao espectrométrica

As andlises dos extratos de folhas de E. guineensis foram realizadas nos seguintes
equipamentos: UHPLC Nexera X2 (Shimadzu) acoplado ao espectrometro de massas
maXis-4G (Q-TOF) (Bruker). Utilizou-se a coluna Acquity UPLC® HSS T3 C18 (150 mm
de comprimento; 2,1 mm de didmetro interno e tamanho de particula de 1,8 um), a
temperatura da coluna foi de 40 °C e o volume de injecdo de 1 pL. As condigdes
cromatogréficas foram: fluxo de 0,4 mL/min; fase mével A - dgua Milli-Q + 0,1% &cido
formico e a fase B - acetonitrila + 0,1% de acido férmico; utilizou-se o gradiente de
eluicdo 4-30-90% de B com um aumento linear de 0-12-15, e 90% de B entre 15-
16 min. As condi¢des do espectrédmetro de massas maXis-4G foram as seguintes:
condicBes da fonte — nebulizer gas (N,) em 4,0 bar; dry gas (N,) em 8,0 L/min; dry
temperature em 200 °C; capillary voltage em 3,5 KV. As andlises foram realizadas nos
modos positivo e negativo com ionizagdo por eletrospray (ESI), a faixa de massas foi
de 70 — 1000 m/z. A aquisi¢do dos dados foi realizada no software HyStar Vers3o 4.2.

Tratamento dos dados e andlise estatistica

Os dados brutos foram exportados para o formato mzXML utilizando-se o
software DataAnalysis versdo 4.2 (Bruker Daltonik GmbH), em seguida foi
realizado o “upload” dos dados para o servidor do software XCMS versao on-line.
Os dados foram processados utilizando-se a opg¢do “pairwise” e com os
pardmetros otimizados para UPLC / Bruker Q-TOF nos modos ESI(+)-MS e ESI(-)-
MS. O método estatistico utilizado para avaliar as diferencas entre as plantas com
e sem AF foi o teste paramétrico ndo pareado t-test (Welch t-test). A identificagdo
dos ions foi realizada, de maneira automatizada, com busca na base de dados
Metlin.

Resultados e discussao

Separacdo cromatografica e detec¢ao por espectrometria de
massas (UHPLC-ESI-QTOF-MS)

A partir dos resultados de sobreposi¢cdo dos cromatogramas das 16 amostras
de extrato de folhas, analisadas por UHPLC-MS, ficou evidenciado que ndo era
possivel discriminar entre as amostras com e sem AF por simples inspecdo visual,
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assim foi necessario o uso de ferramentas estatisticas. Nesse conjunto de dados, a
amostra F15 (amostra de folha saudavel) foi considerada outlier e retirada do set.

Tratamento dos dados de UHPLC-MS/MS

O software XCMS é utilizado para anadlises de metabolémica “untargeted”,
realizando desde o processamento dos dados brutos e alinhamento dos tempos
de retencdo até andlise estatistica e identificacdo de metabdlitos. As etapas
basicas da andlise foram: detecgdo de picos, correspondéncias dos picos entre
amostras e corre¢do do tempo de retengdo. Em seguida, foi construida uma
tabela com informacgGes detalhadas sobre as amostras, como tempo de retencédo,
intensidade e relagdo massa-carga (m/z) dos ions identificados.

Nas analises estatisticas, utilizando-se os dados de UHPLC-MS dos extratos
de folhas foi possivel identificar grande numero de ions com diferenca
significativa (valor de p < 0,001) e intensidades superiores a 10.000, entre as
amostras com e sem AF, 10 no modo ESI(+)-MS e 3 no ESI(-)-MS (Tabela 1).

Tabela 1. lons com maiores diferencas entre as amostras de folhas com e sem AF, com
valor de p < 1,00E-03, modos ESI(+)-MS e ESI(-)-MS.

Experimento FSAF/FCAF* Valor de p m/z Tempoide Intensidade

retengdo (min) maxima
ESI(-)-MS 4,32 6,16E-04 505,1924 10,15 2,60E+04
ESI(+)-MS 3,9 2,90E-04 499,1582 10,15 2,33E+04
ESI(+)-MS 3,9 4,08E-04 479,2325 10,15 1,47E+04
ESI(+)-MS 3,9 4,14E-04 478,2293 10,15 5,59E+04
ESI(+)-MS 7,2 8,50E-04 464,2132 9,80 1,31E+04
ESI(-)-MS 2,39 2,19E-04 461,1663 9,47 2,28E+04
ESI(-)-MS 2,4 1,17E-04 415,1609 9,48 2,20E+04
ESI(+)-MS 3,1 5,67E-04 147,0440 7,00 2,12E+04
ESI(+)-MS 3,7 3,76E-04 138,0915 2,00 8,76E+04
ESI(+)-MS 4,6 6,59E-04 122,0681 2,00 5,74E+04
ESI(+)-MS 4,9 9,42E-04 121,0650 1,99 6,80E+05
ESI(+)-MS 5 4,32E-04 103,0541 2,00 1,60E+04
ESI(+)-MS 5 7,41E-04 93,0698 2,00 1,14E+04

*Intensidade dos ions de FSAF dividido pela intensidade dos ions de FCAF; FSAF = amostras de folhas
sem AF, FCAF= amostras de folhas com AF.
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A busca na base de dados Metlin gerou um grande nimero de possiveis
estruturas para os ions apresentados na Tabela 1, no entanto, somente para
os ions 103,0541 e 121,0650 e 138,092 foi as
fragmentagBes as estruturas encontradas na base de dados. Os ions
103,0541 e 121,0650 sdo fragmentos do ion 138,0927 (Figura 2). As
estruturas compativeis com o ion 138,0927, apds analise dos fragmentos,

possivel atribuir

foram as substdncias tiramina e 1-(p-hidroxifenil)etilamina.

OH NH,
el NH H°4©_/7
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Figura 2. a) Espectro de massas obtido por ESI-MS do pico cromatogréfico com tempo de retengdo de
2 min; b) Espectro de massas MS/MS do ion m/z 121.0668; c) Espectro de massas MS/MS do ion m/z
138.0927. Energias de colisdo de 10-30 eV, ionizagdo ESI(+)-MS.

Conclusoes

De acordo com os dados obtidos, foi possivel verificar que existem diferencgas
entre as amostras com e sem AF. Foram identificados 10 ions no modo positivo e
3 no modo negativo, com diferengas significativas (valor de p < 0,001) e
intensidade superior a 1,00E+04 entre amostras com e sem AF. As substancias
tiramina e 1-(p-hidroxifenil)etilamina foram pospostas como possiveis estruturas
do marcador encontrado para o AF. As préximas etapas do trabalho serdo
direcionadas a identificagdo dos outros 10 ions e também na identificacdo das
vias de producdo dos metabdlitos identificados para tragar alguma correlagdo
entre as vias afetadas e o AF.
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Prospeccao de compostos quimicos de valor
agregado em amostras de glicerina de
palma e de soja biotransformadas por
microrganismos

Augusto Lopes Souto’, Andréia Aparecida Jacomassi Carneiro’, Rodrigo
Wesley Nascimento de Melo®, José Anténio de Aquino Ribeiro®, Patricia
Pinto Kalil Goncalves Costas, Thais Fabiana Chan SalumE, Thais Demarchi
Mendes7, Léia Cecilia de Lima dearog, Ménica Caramez Triches Damasog,
Patricia Verardi Abdelnur™, Clenilson Martins Rodriguesu

Resumo

A glicerina, coproduto da producdo de biodiesel, pode ser obtida por
processos de transesterificagdo de 6leos de plantas como soja e palma. Com o
aumento mundial da produgdo de biodiesel, torna-se importante prospectar
novas aplicagdes tecnoldgicas para agregar valor ao coproduto gerado. A
proposta deste trabalho foi avaliar, com o uso de técnicas de espectrometria de
massas e cromatografia liquida, o desempenho de fungos filamentosos quanto a
bioconversdo de glicerina de soja e palma em compostos quimicos de valor
agregado. Amostras de diferentes tipos de glicerina bioconvertidas foram
analisadas por fingerprinting MS utilizando-se a técnica de espectrometria de
massas por infusdo direta (DIMS) e por cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia acoplada a detector evaporativo de espalhamento de luz (UHPLC-ELSD)
para identificacdo e quantificagdo dos compostos quimicos formados. Para
interpretacdo dos dados obtidos pela analise espectrométrica, foi realizada a
analise multivariada de dados, utilizando-se como método estatistico, a analise de
componente principal. Dessa forma, pOode-se detectar de maneira eficiente,
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fungos produtores de compostos de valor agregado, como polidis do tipo C6.
Porém, quando as amostras foram analisadas por UHPLC-ELSD, ndo foi possivel
confirmar a produgdo dos polidis, embora apds 10 dias de cultivo, todo o glicerol,
fonte de carbono, tenha sido consumido, independentemente da glicerina
utilizada. Portanto, acredita-se que os fungos o tenham utilizado, principalmente,
para crescimento, e que a quantidade de polidis produzida seja inferior aos
limites de detecgdo e quantificagdo do método cromatografico aplicado.

Introducao

O biodiesel é um biocombustivel obtido a partir de reacdo de
transesterificagdo de 6leos vegetais ou gordura animal com metanol na presenca
de um catalisador. Nessa reagdo, ha a producdo do coproduto conhecido como
glicerina (SILVA et al, 2009). A producdo de glicerina tem aumentado em virtude
do crescimento da produgdo de biodiesel no mundo, o que proporcionou uma
redugdo no prego desse coproduto no mercado (DHAMARDI et al., 2006). A fim de
incrementar a cadeia de producdo do biodiesel, estudos na area biotecnoldgica
tém abordado diferentes estratégias para biotransformar a glicerina em produtos
de valor agregado (BOZELL; PETERSEN, 2010).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi utilizar técnicas analiticas
instrumentais para prospectar microrganismos capazes de biotransformar a
glicerina em compostos quimicos de alto valor agregado, assim como avaliar a
influéncia de glicerina de diferentes procedéncias nessa biotransformacdo, a
partir da analise dos compostos gerados via espectrometria de massas e analise
multivariada de dados.

Material e métodos

Bioconversao utilizando glicerinas brutas

Neste trabalho, foram utilizados dois tipos de glicerina bruta: (a) glicerina
gerada na Embrapa Agroenergia, proveniente da producdo de biodiesel de dleo
de palma; (b) glicerina proveniente da producdo de biodiesel de éleo de soja,
gentilmente cedido pela empresa Cesbra.

Os experimentos de bioconversdao foram realizados em frascos Erlenmeyers
de 250 mL, contendo 50 mL de meio de Mandels e Weber (1969), sem adi¢cdo de
Tween 80, e glicerina bruta de palma ou de soja (3%) como Unica fonte de
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carbono. O pH dos meios foi ajustado para 6,0 e foram esterilizados a 121 °C por
20 minutos. Os meios foram inoculados com 4 discos de 0,8 cm de diametro,
contendo os fungos filamentosos crescidos em meio de adaptagdo (constituido de
Yeast Nitrogen Base 6,7 g/L, dgar 15,0 g/L e glicerina 4%, v/v), e em seguida
incubados em agitador rotatério a 120 rpm e 30 °C, por 10 dias, em triplicata.
Foram utilizados 7 fungos para inoculagdo com glicerina de soja e 8 fungos para
inoculagdo com glicerina de palma, os quais foram selecionados obedecendo a
critérios como: o valor do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) em
meios de cultivo contendo glicerina como Unica fonte de carbono e pela
diversidade das espécies. Aliquotas (1 mL) dos experimentos e dos controles (sem
o indculo), foram retiradas no 52 e no 102 dia de cultivo e centrifugadas por 5
minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para as andlises
cromatograficas e de espectrometria de massas, visando avaliar a produgdo de
quimicos de valor agregado.

Espectrometria de massas por infusao direta

As amostras de bioconversdo da glicerina de palma e de soja (Cesbra) por
diferentes fungos filamentosos foram primeiramente homogeneizadas em vortex
por 10 segundos, em seguida, as amostras foram diluidas mil vezes em
metanol:dgua (1:1) e analisadas por espectrometria de massas por infusdo direta
(DIMS — direct infusion mass spectrometry), utilizando um espectrometro de
massas com fonte de ionizagdo por electrospray e analisador TOF (time of flight)
(Maxis 4G, Bruker Daltonics). As analises foram realizadas em modo de ionizagdo
positivo (ESI(+)-MS) utilizando formiato de sédio 1 mmol/L como calibrante. As
amostras foram injetadas em triplicata para verificar a reprodutibilidade das
analises. O tempo total de analise de cada amostra, incluindo o branco, calibrante
e amostra, foi de 5 minutos por injecdo. O pré-processamento dos dados de
espectrometria de massas das amostras analisadas foi executado pelo software
“Profyle Analysys” 2.1 (Bruker Daltonics), com calibragdo por HPC (High Precision
Calibration) e normalizagdo pelo maior valor do bucket analisado. A faixa de ions
de interesse explorado foi de m/z 70 a 1.000, os quais foram analisados entre 1,3
e 3,5 minutos de corrida cromatografica. Os dados tratados foram exportados no
formato ASCII para o software “The Unscrumbler” 10.0 (CAMO Process), a fim de
realizar a quimiometria por meio da analise de componente principal (PCA).
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Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a detector
evaporativo de espalhamento de luz (UHPLC-ELSD)

Para identificacdo e quantificacdo dos compostos de valor agregado
produzidos pelos microrganismos, assim como para o monitoramento do
consumo de glicerol pelos microrganismos, foi utilizado um cromatégrafo a
liguido, modelo Acquity H-Class UHPLC (WATERSE), com coluna Acquity BEH amida
(1,7 um, 2,1 x 150 mm), acoplado a detector evaporativo de espalhamento de luz
(UHPLC-ELSD). Como método de eluigdo, foi utilizado o modo gradiente, com
agua e acido trifluoracético (0,05%) representando a fase aquosa, e acetonitrila, a
fase organica.

Resultados e discussao

ApOs a aquisicdo das andlises das amostras de bioconversdo dos diferentes
tipos de glicerina por DIMS, foi realizado o PCA dos dados obtidos, a fim de
encontrar os microrganismos mais promissores, ou capazes de biotransformar a
glicerina em compostos quimicos de valor agregado. A partir da confirmacgdo de
producgdo, feita analisando os espectros obtidos, foi realizada a confirmacgdo e
quantificacdo dos compostos-alvo, por experimento de coinjecdo com padrdes
utilizando a técnica de UHPLC-ELSD.

De acordo com o PCA realizado com os dados espectrais das amostras de
biotranformacdo de glicerina de palma, foi possivel explicar 83% dos dados. Ao
comparar o grafico de loadings com o grafico de scores (Figura 1), verificou-se que
dentre as 8 linhagens estudadas, a linhagem 4 (Trichoderma harzianum), apds 5
dias de cultivo, se destacou por produzir o ion m/z 205,0680 com maior
intensidade em relagdo a mesma linhagem com inoculagédo de 10 dias (Figura 2), e
que ambas demonstraram esse ion com maior intensidade em relagdo as demais
linhagens.

Acerca do PCA das amostras de bioconversao de glicerina bruta de soja por 7
diferentes tipos de fungos, foi possivel explicar 89% dos dados (Figura 3), em que
as linhagens 4 e 6, ambas identificadas como T. harzianum, (10 dias de cultivo) se
destacaram, por produzir o ion m/z 205,0680, com maior intensidade em relag¢do
as demais. A base de dados publica de metabolémica (KEGG, ChEBI, ChemSpider)
indicou que o ion m/z 205,0680 é um poliol do tipo Cé6.
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Figura 1. Grafico de scores e loadings das amostras de bioconversdo de glicerina de palma por fungos
filamentosos. P: Glicerina de palma. A: Réplica A; B: Réplica B; C: Réplica C; 1: Linhagem 1; 2: Linhagem
2; 3: Linhagem 3; 4: Linhagem 4; 5: Linhagem 5; 6: Linhagem 6; 7: Linhagem 7; 5D: 5 dias de cultivo;
10D: 10 dias de cultivo.

Experimentos de quantificagdo, utilizando a técnica de UHPLC-ELSD ndo
detectou glicerina nas amostras bioconvertidas pelas linhagens mais promissoras
cultivadas por 10 dias, representadas pela linhagem 4, inoculada com glicerina de
palma, e as linhagens 4 e 6 inoculadas com glicerina de soja, demonstrando que
houve total consumo desse substrato por parte dos microrganismos. Em
contrapartida, ndo pode ser quantificado nenhum poliol do tipo C6,
possivelmente, em decorréncia do fato de o detector de espalhamento de luz ser
muito menos sensivel que o detector de espectrometria de massas.
Adicionalmente, isso também indica que houve uma baixa eficiéncia na conversao
da glicerina em poliol C6, a qual, provavelmente, foi utilizada para o crescimento
dos microrganismos.
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Conclusoes

O método de analise de componente principal (PCA) aplicado a anadlise de
dados de DIMS obtidos de amostras de bioconversdo de glicerina de palma e de
soja possibilitou demonstrar a produgao de polidis por parte dos fungos avaliados.
O uso do PCA, aliado as técnicas de espectrometria de massas e UHPLC-ELSD,
torna-se muito Util para a prospecgdo de microrganismos promissores, assim
como para identificagdo de compostos-alvo em experimentos que envolvem
bioconversdo de blocos de construgao, como a glicerina.
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