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APRESENTACAO

A bioeconomia e a agricultura sustentdvel sdo temas de relevancia global, com impactos di-
retos na mitigacao das mudancas climdticas, na seguranga alimentar e na transi¢cdao para uma eco-
nomia circular. A produ¢dao de biomassa como fonte renovavel de energia e matéria-prima para
multiplas industrias desempenha um papel fundamental na redugdo das emissdes de carbono e
na transicdo para uma economia limpa e de base renovavel. E com base nesse contexto que a
Embrapa Agroenergia propde a realizagao do VII Encontro de Pesquisa e Inovag¢ao abordando o
tema: “Bioeconomia e Agricultura: Vetores de Descarbonizagao e Circularidade na Industria”, com o
objetivo de promover o debate, a troca de conhecimentos e o estabelecimento de parcerias estraté-
gicas entre setores vitais para o desenvolvimento sustentdavel.

O Brasil possui todas as condicGes necessdrias para se tornar um protagonista na integracao
da bioeconomia com a agricultura, gerando repercussdes significativas nos processos de descarbo-
nizagdo e circularidade em sua industria. Com uma extensa e diversificada base agricola, recursos
naturais abundantes e uma vasta expertise no setor agropecuario, o pais esta bem posicionado para
impulsionar a produgdo sustentavel de biomassa e fomentar a adogdo de praticas circulares em
suas cadeias produtivas. Além disso, o Brasil é lider na producdo de biocombustiveis, como o etanol,
e possui uma ampla capacidade de pesquisa e desenvolvimento em tecnologias sustentaveis. Ao
aproveitar esses recursos e conhecimentos, o Brasil pode se consolidar como uma referéncia global
na transicdo para uma economia de baixo carbono, promovendo solu¢des inovadoras e desempe-
nhando um papel fundamental na constru¢ao de um futuro mais sustentdvel.

Brasilia e o Distrito Federal desempenham um papel crucial nesse contexto, especialmente con-
siderando a exuberancia da agricultura na regido e todas as possibilidades que a nova economia abre
para o agronegocio. A localizacdo estratégica e as condi¢Ges climaticas favoraveis do Distrito Federal
propiciam um ambiente propicio para o desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis e a pro-
ducdo de biomassa de forma responsavel. Com areas apropriadas ao cultivo, diversidade de culturas
e uma forte base agroindustrial, a regido possui um potencial significativo para se tornar um polo de
referéncia na integracdo da bioeconomia com a agricultura, impulsionando a descarbonizacdo e a
circularidade na industria. Ao aproveitar sua expertise agricola, investir em tecnologias inovadoras e
promover parcerias estratégicas, o Distrito Federal e seu entorno ja se destacam como centro de exce-
Iéncia na producdo sustentavel, beneficiando tanto a regido quanto o Brasil como um todo.

Esperamos que as informacdes apresentadas nos trabalhos aqui reunidos sirvam de base para
avanc¢os no setor agroindustrial e permitam uma maior aproximacao com todos os atores envolvi-
dos em processos de descarbonizacao e circularizacdao da economia.

Alexandre Alonso Alves

Chefe-Geral da Embrapa Agroenergia



O Encontro de Pesquisa e Inova¢ao da Embrapa Agroenergia

Organizagao

Chefia adjunta de Pesquisa e Desenvolvimento (CPD) e Nucleo de Apoio a Programacado (NAP),
com o apoio do Comité Local de Publicacdes (CLP), Comité Local de Propriedade Intelectual (CLPI),
Nucleo de Comunicagdo Organizacional (NCO), Setor de Infraestrutura e Logistica (SIL) e Setor de
Implementacao da Programacdo de Transferéncia de Tecnologia (SIPT).

Objetivos

e Proporcionar debates em PD&I no tema "Bioeconomia e Agricultura", com énfase nos desafios
para se promover a descarbonizacdo e a circularidade na industria nacional.

e Avaliar e discutir a bioeconomia aplicada a agricultura sustentdvel e seus impactos diretos na
mitigacdo das mudancas climaticas, na seguranga alimentar e na transicdo para uma economia
circular.

e Fortalecer o protagonismo das instituicGes locais no debate e na promocdo da integracdo da
bioeconomia e agricultura sustentavel no Distrito Federal.

e Estabelecer parcerias estratégicas entre setores vitais para o desenvolvimento sustentdavel.

e Reunir profissionais experientes e estudantes de graduacao e pds-graduacao, ampliando as opor-
tunidades de networking, colaboracdo e intercambio de conhecimentos entre os participantes,
estimulando o surgimento de novas ideias, projetos e parcerias de negdcios.

e Divulgar os trabalhos de PD&I desenvolvidos na Embrapa Agroenergia e instituicdes parceiras
nas areas de Biomassas, Biotecnologia Industrial, Quimica de Renovaveis e Materiais Renovaveis.

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

Formato

O VIl EnPI foi realizado nos dias 24, 25 e 26 de outubro de 2023, no auditério da Embrapa
Sede, localizada em Brasilia, DF. Nesta edicdo, o evento contou com a participacdo de uma equipe
de pesquisa altamente qualificada da Embrapa Agroenergia, composta por 32 pesquisadores e 21
analistas, além de renomados palestrantes, totalizando 17 especialistas no mercado, na pesquisa e
nas politicas relacionadas ao tema. A presenca dessas referéncias do mercado e da academia pro-
porcionou uma ampla troca de conhecimentos, experiéncias e insights, enriquecendo as discussdes
e contribuindo para o avancgo das solugdes relacionadas a bioeconomia, descarbonizac¢do e circula-
ridade da economia.

Publico-alvo

O publico-alvo do VII Encontro de Pesquisa e Inova¢dao da Embrapa Agroenergia s3ao pesqui-
sadores, professores, profissionais, estudantes de pds-graduacao e graduagdo envolvidos em pes-
quisas relacionadas a producdo de Agroenergia, em especial nos temas bioeconomia, agronomia,
quimica, biotecnologia, nanotecnologia e areas correlatas. No Distrito Federal, portanto, esse pu-
blico engloba profissionais e estudantes vinculados as Unidades de pesquisa da Embrapa (Embrapa
Agroenergia, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Embrapa Hortalicas, Embrapa Cerrados,
Embrapa Sede) e instituicdes como a Universidade de Brasilia, Universidade Catdlica de Brasilia e
outras com as quais a Embrapa mantém parcerias formalizadas. Outras universidades do Brasil tam-
bém participaram enviando trabalhos e/ou participantes, alunos e professores.

Os setores publicos, agentes reguladores e agentes de fomento estdo igualmente contemplados
no publico-alvo, uma vez que as discussdes e os documentos produzidos durante o encontro podem
servir como norteadores para a formulacdo de acdes governamentais nos ambitos distrital e federal.
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Analise de genomas montados a partir de uma
comunidade microbiana enriquecida com lignina

QOOOOOOOOOOOOOOOOOO OO OO QOO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO QOO OO O OO OO OO O OO OO OO OO0

Vitdria Pinheiro Balestrini*, Otdvio Henrique Bezerra Pinto? Ricardo Henrique Kriiger®, Betania Ferraz Quirino*

Resumo

A desconstrucdo de lignina por bactérias possui diversas vantagens, como a maior especifi-
cidade das reacdes e a facilidade de manipulacdo genética em relacdo aos fungos. Neste estudo,
analises de bioinformdatica foram utilizadas para caracterizar a diversidade microbiana de trés con-
sorcios enriquecidos para microrganismos capazes de degradar lignina, com foco nas bactérias.
Os consércios foram obtidos a partir de trés tipos de solo, enriquecidos por meio de sucessivas
passagens em meio de cultura na qual a lignina extraida por método alcalino de capim (switch-
grass) foi usada como unica fonte de carbono. Foi extraido e sequenciado o DNA metagendmico da
terceira passagem do enriquecimento. A partir dos dados de sequenciamento, foram recuperados
232 genomas, destacando-se 39 genomas apods aplicacdo de critérios de qualidade de montagem.
Os filos bacterianos mais abundantes nos trés consoércios foram de Proteobacteria, Bacteroidetes
e Actinobacteria, com identificacdo taxondmica de somente dois genomas em nivel de espécie. Os
consarcios apresentaram func¢des condizentes com o ambiente de isolamento, solos, além de possi-
veis vias metabdlicas relacionadas a degradacdo da lignina. Foram escolhidos quatro genomas, duas
Alphaproteobacterias e duas Actinobacterias, com base na taxonomia, para analises mais profundas
das vias de degradacdo de lignina focada nos monoligndis. Experimentos de alinhamento genémi-
co mostraram que os genomas de cada filo ndo foram provenientes da mesma espécie. A analise
metagendmica permitiu a identificacdo de diferentes vias metabdlicas relacionadas a degradacao
dos monoligndis. Entretanto, ndo se pode afirmar inequivocamente sobre a capacidade ou ndo de
degradacdo da lignina codificada nesses quatro genomas, pela falta de literatura sobre essas vias
especificas.

Termos para indexag¢ao: degradacdo de lignina, metabolismo, bactérias, metagendémica, comu-
nidades microbianas.
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Caracterizacao quimica de genaétipos
de capim-elefante
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Resumo

O capim-elefante, de nomenclatura cientifica Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone, é uma
graminea de alta produtividade e tem se mostrado uma opc¢ao promissora para a producao de ener-
gia renovavel. Com o objetivo de auxiliar o melhoramento genético do capim-elefante com énfase
na producdo de bioenergia e bioprodutos, trinta e seis materiais do Banco Ativo de Germoplasma
de Capim-Elefante (BAGCE) da Embrapa Gado de Leite tiveram sua composicdo quimica determina-
da. Para a analise da composi¢do quimica, os seguintes métodos foram utilizados: determinacao do
teor de extrativos aquosos e etandlicos, determinacao de lignina soltvel e insoluvel, determinacao
de matéria seca, determinacdo de cinzas totais e inorganicos estruturais realizados de acordo com
os protocolos do National Renewable Energy Laboratory (NREL). Como resultado da caracterizacao,
foram obtidos os seguintes minimos e maximos de valores médios (em porcentagem): inorganicos
estruturais: de 1,30 a 6,75; extrativos aquosos: de 10,13 a 18,24; extrativos etandlicos: de 1,52 a
3,93; lignina soluvel: de 3,44 a 5,71; lignina insoluvel: de 14,91 a 19,21; glucana: de 30,86 a 37,59;
xilana: de 12,78 a 16,12; arabinana: de 1,40 a 1,93; acetil: de 2,32 a 3,30, obtendo-se como resulta-
do o fechamento de massa do capim-elefante. O melhor fechamento foi de 99,57% e o de valor mais
baixo foi de 87,86%. Dessa forma, como resultado da caracterizagao quimica feita nas amostras de
capim-elefante, foi possivel identificar materiais com potencial para geracao de bioenergia e outros
para processos de desconstrucdo da parede celular com foco em aproveitamento de carboidratos
estruturais, resultados que irdo auxiliar o programa de melhoramento dessa espécie.

Termos para indexagao: capim-elefante, biomassa, caracterizacao quimica.
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Desempenho agrondmico de Brassicas na regiao
do Cerrado: uma alternativa para biocombustiveis
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Resumo

A carinata (Brassica carinata) é uma oleaginosa com potencial para producdo de biocombusti-
veis, contudo, apresenta altos teores de acidos erucico e glucosinolatos, fatores antinutricionais que
nao permitem seu consumo como alimento. A canola (Brassica napus L. var. oleifera) possui grande
importancia mundial, sendo a terceira oleaginosa mais produzida no planeta, ultrapassada somente
pela soja e pela palma de 6leo, respectivamente. Porém, no Brasil, ainda sdo necessarios mais estu-
dos para possibilitar a consolidacdao da produgdo de canola em regides com temperaturas mais ele-
vadas. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o desempenho produtivo de gendtipos
de Brassicas sob irrigacao na regido do Cerrado. O experimento foi conduzido em area experimental
da Embrapa Cerrados, em Planaltina, DF, situada a 15°35’30”” S e 47°42'30”” W, a 1.007 m altitude,
sob sistema de cultivo irrigado. Utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao acaso, com
quatro repeti¢des e cinco gendtipos, sendo eles Brassica napus (Diamond, Hyola 433 e Nuola 300)
e Brassica carinata (Carinata Nucover STH 100 e Carinata Nujet 400). Os dados foram submetidos a
analise de variancia e a comparacado das médias dos tratamentos, utilizando o teste Tukey (p<0,05),
com o auxilio do software GENES. Houve efeito significativo de gendtipos para a produtividade de
graos, sendo que Carinata Nujet, Nuola 300, Diamond e Hyola 433 apresentaram maiores produtivi-
dades de grdaos com 2.875- kg/ha; 2.601- kg/ha; 2.465: kg/ha e 1.765: kg/ha, respectivamente. Essas
produtividades foram superiores a média nacional para o ano de 2022 (1.743 kg/ha), o que demons-
trou alto potencial produtivo dessas Brassicas na regido do Cerrado. Contudo, a Carinata Nucover
STH 100 apresentou menor rendimento de graos, com baixa produtividade (302: kg/ha), o que pode
ser atribuido a ndo adaptagdo as condi¢des edafoclimaticas da regido. Conclui-se que, em geral, as
Brassicas estudadas sdao boas alternativas de biomassas para producao de biocombustiveis e outros
produtos no contexto da bioeconomia e podem ser cultivadas na regidao do Cerrado com resultado
produtivo satisfatorio.

Termos para indexagao: Brassica carinata, Brassica napus L., produtividade de graos.
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Efeito da adubacao potassica e manejo hidrico
no desenvolvimento inicial da cana-energia
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Resumo

Deve-se aumentar o consumo de biocombustiveis e expandir a matriz energética brasileira.
Assim, a cana-energia é provavelmente a melhor opcdo de biomassa para atender a crescente de-
manda por fontes de energia renovaveis. No entanto, ndo existem informacdes sobre a recomenda-
¢do de adubacgdo para essa cultura. A hipdtese é que o conhecimento da quantidade de nutrientes
requeridos para a maxima produtividade da cana-energia, em condi¢des de déficit hidrico e irriga-
¢do plena, é fundamental para que o setor sucroenergético brasileiro atenda a crescente demanda
por biocombustiveis e energia renovavel do Pais e do exterior. O objetivo deste trabalho foi avaliar
os efeitos da adubacdo potdssica (K) sob duas condicdes de cultivo (de irrigacdo em déficit e plena),
sobre aspectos morfoldgicos da cana-energia em desenvolvimento inicial. O experimento foi con-
duzido em casa de vegetacdo da ESALQ/USP, utilizando-se duas variedades de cana-energia (Vertix
3 — teor médio de fibra e sacarose; e Vertix 2 — teor alto de fibra e baixa sacarose) nas condicdes
de déficit hidrico (reposicao de 50% da Occ) e irrigagao plena (reposi¢ao de 100% da Occ), em vasos
de 167 dm:, em blocos ao acaso, em esquema fatorial 3x2x2, no qual foram avaliados os efeitos de
trés niveis de K (60 kg/ha, 180 kg/ha e 300 kg/ha de K O cloreto de potdssio) e dose fixa de N e P
(180 kg/ha de N e PO, utilizando ureia e superfosfato triplo, respectivamente), com trés repeti¢des.
Ambas as cultivares responderam a adubac¢do de forma linear, com aumento na altura de colmo
paras as duas maiores doses em ambas as condicdes de disponibilidade hidrica. A dose de 180 kg/
ha aumentou o nimero de perfilhos nas duas cultivares. A variedade Vertix 3 teve maior altura de
colmo em relacdo a variedade Vertix 2 em todas as condi¢des de cultivo e doses de adubacado de
K. O manejo da adubacdo potdssica pode aumentar a produtividade de biomassa de parte area da
cana-energia. A cana-energia é suscetivel a deficiéncia hidrica na fase inicial de desenvolvimento.
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Termos para indexagdo: cana-energia, nutricdo de plantas, irrigacdo, energia renovavel.
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Efeito das condicoes de secagem sobre a umidade
de espécies de macroalgas da costa brasileira
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Resumo

As macroalgas da costa brasileira apresentam potencial comercial, por sua composi¢do rica em
produtos naturais bioativos de interesse as indUstrias de diversos setores. Além disso, as macroalgas
podem contribuir para aumentar a fonte de renda de comunidades caicaras. No entanto, a logistica
de distribuicdo é onerosa em razao da perecibilidade desse material, a qual compromete a manu-
tencdo das caracteristicas fisico-quimicas das algas. Dentro desse contexto, o estudo das condicdes
de secagem para obtencdo da biomassa pode ser uma alternativa para orientar escolhas futuras
dessas comunidades. Sendo assim, a eficiéncia de secagem de duas espécies de algas cultivadas
em balsas no mar e de uma mistura de algas coletada na areia da regidao Nordeste brasileira foi ava-
liada no presente estudo. Aliquotas foram secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 45 °Ce a
65 °C. Adicionalmente, a secagem solar em sombrite foi avaliada a fim de simular o procedimento
realizado nas comunidades locais. Apds apresentarem peso constante, as amostras foram moidas
e colocadas a 105 °C em estufa para determinacao do teor de umidade. De acordo com os dados
experimentais, foi possivel determinar que a umidade reduziu durante a secagem, obtendo-se os
seguintes valores para as espécies analisadas: de 6% a 9% a 65 °C, de 8% a 11% a 45 °C e de 10% a
12% ao sol. Analisando-se o teor de umidade como resposta, concluiu-se que foram obtidos valores
baixos em todas as condi¢des de secagem. A estufa é uma opc¢ao vantajosa por ndo depender do
clima do local para realizar a secagem, além de ser simples e de baixo custo. Dessa forma, estufas
podem ser obtidas por essas comunidades e serem utilizadas para o desenvolvimento de novos pro-
dutos, o aumento da vida util e a melhoria da logistica de distribuicdo das macroalgas.

Termos para indexag¢do: macroalgas, secagem, comunidade caicara, teor de umidade.
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Efeito do manejo hidrico no desenvolvimento
inicial de cana-energia
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Resumo

As fontes alternativas de energia se expandiram em razao de varios fatores, como mudancas
climaticas e disponibilidade limitada de combustiveis fésseis. A cana-energia é uma alternativa pro-
missora na transicao energética, sendo a melhor op¢ao de biomassa para suprir a demanda por
energias renovaveis. Contudo, ainda ndo ha informacdes quanto a resposta ao manejo hidrico da
cultura. A hipdtese era de que em condicdes de irrigacdo plena a planta apresentaria maior de-
manda, por causa da maior producao de biomassa. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
manejo da irrigacdo sobre a produtividade da cultura da cana-energia. O experimento foi conduzido
em casa de vegetacdo da ESALQ/USP, constituido pelo cultivo de duas variedades de cana-energia
(Vertix Ill, com teor médio de fibra e sacarose, e Vertix I, com teor alto de fibra e baixa sacarose) sob
duas condigdes de irrigacdo, deficitdria e plena (reposi¢cao de 50% e 100% da Occ, respectivamente),
em vasos de 167 dms, em blocos ao acaso, em esquema fatorial e trés repeti¢cdes. As varidveis estu-
das foram altura de colmo (cm), altura da planta (cm) e nimero de perfilhos por vaso, e as avaliacdes
foram feitas aos 150 DAP. A variedade Vertix Ill teve a altura da planta diminuida, enquanto a Vertix
Il teve aumentadas a altura do colmo e a altura da planta em condicao de deficiéncia hidrica. Ambas
as cultivares tiveram menor niumero de perfilhos nessa condicdo. Isso pode indicar sensibilidade da
cana-energia ao déficit hidrico na producao de perfilhos em fase inicial de cultivo. A variedade Vertix
Il ficou mais alta que a Vertix lll sob deficiéncia hidrica; ja em regime de irrigacdo plena, apresentou
mais perfilhos. Os resultados indicam que o manejo da irrigacao da cana-energia variedade Vertix Il
pode responder com maior perfilhamento inicial em cana-planta.

Termos para indexagao: biomassa, transicdo energética, irrigacao.
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Estimativas de parametros genéticos
populacionais e avan¢os do programa de
melhoramento genético da canola
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Resumo

Estimativas de parametros genéticos sao necessdrias para estabelecer a escolha dos méto-
dos de melhoramento populacional. O presente trabalho tem por objetivos apresentar os primei-
ros resultados do programa de melhoramento genético da canola (Brassica napus L.) da Embrapa
Agroenergia, que tem focado no desenvolvimento de linhagens produtivas, com alto rendimento
de dleo, adaptadas as condicdes de altas temperaturas e estresse hidrico, e estimar importantes
parametros genéticos para caracteres relacionados com o potencial produtivo das plantas. Para
isso, foram identificados germoplasma-fontes com maior adapta¢do as condi¢cdes ambientais, e
formaram-se quatro populagdes para melhoramento, contendo 500 progénies cada, para iniciar
seleg¢do nas geragdes segregantes. Na geracao F,, em 80 progénies da populagdo 1, foram realizadas
mensuracdes dos caracteres produtivos de peso total de silicas (PTSil) e sementes (PTSem) e foram
estimados parametros genéticos para os caracteres. O programa estatistico Selegen foi utilizado
para estimacdo da varidncia genética (Vg), herdabilidade média (h?m), relagdo CVg/CVe e acuracia
de selegdo de progénie (Acprog). Para avancar geragdes F, a F_ utilizou-se o método de melhoramen-
to genealdgico. Resultados preliminares apontaram para a existéncia de variabilidade genética alta
entre os individuos pertencente a populagao avaliada, sendo encontrados, para o carater PTSil, va-
lores de Vg=12878,9; h’m=67,04%; CVg/CVe=1,00 e Acprog=81,9%, enquanto para o carater PTSem,
valores de Vg=1561,7; h?m=66,7%; CVg/CVe=1,00 e Acprog=81,6%. Os valores de Vg e h?’m encon-
trados para os caracteres PTSil e PTSem indicam predominancia dos fatores genéticos influenciando
a expressao fenotipica e que podem permitir maiores ganhos genéticos com a sele¢do, enquanto
para o parametro CVg/CVe observaram-se valores iguais a 1,00, indicando situacdo favoravel para a
selecdo, ou seja, presenca de variabilidade suficiente para a sele¢do. Para Acprog, os valores altos
observados indicam confianca nas avaliagdes das progénies e nos valores preditos para os carac-
teres. O programa de melhoramento encontra-se na geragao de avango F,_ e F, obtendo-se até o
momento um total de 70 linhagens potenciais para serem utilizadas como genitores de hibridos ou
como futuras variedades sintéticas. Conclui-se que, para a populacdo de melhoramento avaliada,
observaram-se parametros genéticos favoraveis para selecdo de linhagens geneticamente superio-
res, contribuindo para o progresso do programa de melhoramento genético da canola.

Termos para indexagdo: Brassica napus, herdabilidade, selecdo de linhagens.
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Identificacao de compostos quimicos no bio-6leo
proveniente da pirdlise do endocarpo da macauba
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Resumo

A macauba (Acrocomia aculeata) é uma palmeira fonte de biomassas com um elevado poten-
cial no setor da bioeconomia, sobretudo como fornecedora de éleos vegetais. O fruto é composto
por epicarpo (casca), mesocarpo (polpa), endocarpo e améndoa. A producdo de endocarpo pode
chegar a 7 t/ha e sua composicdo é rica em celulose, hemicelulose e lignina, portanto, com alto
potencial para conversdes termoquimicas, como a pirdlise para a obtencdo de biocarvdes. Além da
fracdo soélida do biocarvao, da pirdlise obtém-se também a fracao liquida, essa uUltima conhecida
como bio-6leo ou licor pirolenhoso. Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo por croma-
tografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS) dos principais constituintes do bio-6-
leo resultante da pirdlise do endocarpo da macauba. A pirdlise foi realizada em atmosfera inerte a
750 °C/120 min. A ativacdo do carvao foi feita sob dois tempos de inje¢do de vapor d’agua, 240 min
e 320 min. A cromatografia foi realizada em equipamento Shimadzu, modelo MDGC/GCMS - 2010,
com coluna capilar ZB — 1701, 60 m x 0,25 mm x 0,25 um, temperatura inicial de 40 °C e final de
250 °C. Os dados coletados foram analisados utilizando o software OpenChrom v1.5.0 (LABLICATE
GmbH) com a extensdao MCR-AR para deconvolucdo dos picos, realizando a comparacdao dos es-
pectros de massas com os espectros da bilbioteca do NIST20 (The National Institute of Standards
and Technology), com um minimo de similaridade de 70%. Para este trabalho, os picos com areas
inferiores a 0,01% da soma das areas totais foram desconsiderados. Os resultados apresentaram
uma diversidade de grupos oxigenados e fendis, destacando-se entre eles o acido acético, o fenol e
o 2,6-dimetoxi-fenol, os quais correspondem aos picos registrados de maior intensidade. O tempo
de ativacdao com vapor d’agua nao alterou os perfis cromatograficos. Uma vez obtida a identificacao
de compostos quimicos no bio-éleo, é possivel buscar alternativas de aplicagdo desse bioproduto.

Termos para indexagdo: Acrocomia, CG/MS, extrato pirolenhoso.
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Isolamento e identificagdao de microrganismos
degradadores de lignina do bioma Cerrado
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Resumo

A lignina é o segundo composto organico mais abundante na natureza, depois da celulose. E
encontrada na parede celular das plantas e é um subproduto industrial da producao de celulose a
partir da madeira. Muitas vezes, ela é descartada, pela dificuldade em utiliza-la para gerar produtos
de alto valor. Portanto, é preciso entender melhor como desconstruir essa macromolécula, visando
gerar produtos de alto valor agregado em um processo industrial rentavel. Ja existem algumas pes-
quisas sobre o uso de microrganismos para clivar a lignina, mas a maioria delas se concentra no uso
de fungos para fazé-lo, sendo as bactérias menos estudadas. Este trabalho avanca principalmente o
estudo sobre o uso de bactérias para a desconstruc¢do da lignina. Para tanto, uma amostra de solo
do Cerrado brasileiro foi inoculada no meio minimo M9 com lignina kraft (Sigma Aldrich, lignina
alcalina 471003), como Unica fonte de carbono, e foi incubada a 37 °C. Foram isoladas 79 bactérias,
mostrando o grande potencial inexplorado das bactérias para desconstruir a lignina. Para assegurar
a pureza dos organismos isolados, foram inoculadas col6nias Unicas de bactérias. Todas foram arma-
zenadas com glicerol 20%. O DNA dos microrganismos foi extraido pelo método fenol/cloroférmio e
utilizado para amplificacdo por PCR das regides 16S rDNA. O DNA de 60 bactérias foi extraido com
sucesso. Trinta e oito deles tiveram seu rDNA 16S amplificado com sucesso e foram sequenciados
para posterior identificacdo dessas bactérias. O niumero de bactérias isoladas mostra a importancia
de estudos com elas para a desconstrucao da lignina e contribui para o entendimento da utilizacao
desses organismos que estao diretamente envolvidos na desconstrucao da lignina.

Termos para indexagdo: bactérias, Cerrado, filogenia, identificacdo de microrganismos, solo,
lignina.
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Método para avaliacao qualitativa
do acimulo de amido intracelular na
microalga Chlorella sorokiniana
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo qualitativo de coloragcdo de amido
intracelular em microalgas, para visualizacgdo em microscopia. A partir de um pré-indculo culti-
vado por 7 dias (meio BG-11, 23+1 °C; intensidade luminosa de 10.000 lux; 12 horas/12 horas
claro/escuro; e inje¢do constante de ar atmosférico) foi feita a inoculagdo, em triplicata, da cepa
Chlorella sorokiniana — BRM 051899, nas mesmas condi¢des de cultivo do pré-inéculo. Para a ino-
culagdo, foi adicionado o volume de pré-inéculo necessario para uma densidade dptica inicial de
0,01 nm a 680 nm em cultivos com volume final de 1 L. Durante 10 dias, foi feita avaliacdo didria do
crescimento por espectrofotometria a 680 nm e do acimulo de amido pela coloragdao com solugao
de lugol (0,05% I2 + 0,1% Kl) e andlise microscdpica. Para coloracao, foram adicionados 10 puL de
solucdo de lugol a 1 mL de amostra, sendo a solugdo mantida em banho seco a 90 °C por 5 minutos.
Foram preparadas laminas de amostras coradas e ndo coradas para observagcdao por microscopia
de campo claro (objetiva de 100x), e foram realizados registros de imagens por meio de camera
digital (0,63x) acoplada ao microscépio. Logo apds a inoculacdo, foram observadas algumas células
coradas, indicando que as microalgas ja estavam acumulando amido nas condi¢des do pré-inécu-
lo. Ao longo dos demais dias, a populacdao de células coradas se manteve em niveis relativamente
constantes até o nono dia, a partir do qual ndo foram mais observadas células coradas. Os dados da
densidade dptica indicaram um aumento gradativo da populacdao de células, mas, no experimento
realizado, nao foi possivel identificar uma correla¢do entre o acimulo de amido e o crescimento ce-
lular. Foi identificado um padrdo de coloragdao mais intenso em volta do pirenoide, o que condiz com
os dados da literatura relacionados a estrutura dessa organela no género estudado. Os resultados
indicam que o protocolo de coloracgao foi eficiente para a visualizagdo do amido intracelular da cepa
de microalga estudada. Ajustes das condic¢des de cultivo sdo necessarios para identificar o momento
inicial e a tendéncia do acimulo de amido durante as fases de crescimento da microalga.

Termos para indexagao: determinacdo qualitativa, pirenoide, lugol, alga.
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Biodegradacao do organofosforado clorpirifés-metil
por Lactobacillus rhamnosus GG
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A utilizacdo de microrganismos para a degradacao de pesticidas vem sendo estudada ha um
tempo, o que demonstra a promissora aplicacdo de bactérias, fungos e leveduras para biorremediar
ambientes contaminados. Além disso, essa técnica de biorremediacdo pode ser empregada em
outros segmentos, como na producao de alimentos livres da contaminacado por pesticidas, principal-
mente quando se pensa em microrganismos probidticos. Este estudo visa a avaliar e quantificar a di-
minuicdo da concentracdo do organofosforado (OF) clorpirifés-metil, a partir da biodegradacao pela
bactéria Lactobacillus rhamnosus GG. Para isso, foram realizados ensaios em trés tempos (24 horas,
48 horas e 72 horas) de degradacdo em meio liquido sob agitacdo. As amostras foram purificadas e
entdo o residuo do organofosforado foi extraido para posteriores analises e quantificagdo, utilizando
cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), com a metodologia de andlise
SIM (Single lon Monitoring), monitorando as massas (m/z) dos ions mais abundantes da molécula.
Foi observada a degradagao de pelo menos 88% da concentragao inicial nas primeiras 24 horas,
com decaimento significativo nos demais tempos, chegando a consumir um pouco mais de 95% em
48 horas, e cerca de 97% do OF em trés dias de incubagdo. A bactéria se mostrou eficiente em de-
gradar e resistir ao praguicida em uma concentracdo de 20 mg/L, comprovando sua aplicabilidade
em descontaminar meios complexos, como o meio de cultura. Esses resultados trazem novas pers-
pectivas para o uso de bactérias laticas na diminuicdo da quantidade de agrotdxicos nos alimentos.
E uma contribui¢do significativa para a satde coletiva, tornando mais acessivel o consumo de ali-
mentos livres de pesticidas quimicos.

Termos para indexagdo: Lactobacillus rhamnosus GG, organofosforado, biodegradacao.
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Caracterizacao bioquimica de uma
xilanase da familia GH-10
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A biomassa vegetal é composta por celulose, hemicelulose e lignina, e pode ser desconstruida
com enzimas de capacidade hidrolitica, para a geracdao de compostos de interesse industrial. Um
exemplo de enzima hidrolitica sdo as xilanases da familia GH-10, que quebram ligac¢des liberando
monomeros de acgucar e que podem ser aplicadas na producdo de pdes (modificacdo das arabino-
xilanas na preparacdo da massa), de sucos de frutas e vegetais (aumento do rendimento e clarifica-
¢do), de bebidas e alimentos fermentados (desestruturacdo do material lignocelulésico dos cereais e
liberacdo de agucares fermentdveis) e de 6leos vegetais (reducdo da interacdo de fendis hidrofilicos
com polissacarideos). O objetivo deste trabalho foi purificar e caracterizar uma xilanase proveniente
de Paenibacillus sp., da Colegcdo de Microrganismos da Embrapa Agroenergia, produzida por meio
de expressao heteréloga em Escherichia coli BL21 DE3. A expressao heterdloga foi feita pelo método
de autoinducdo, utilizando-se o meio ZYM-5052 (crescimento a 37 °C, com agitacdo a 300 rpm). Para
a purificacdo, foi utilizado o sobrenadante coletado apds 2 dias de crescimento com uma coluna de
afinidade carregada com niquel. A enzima purificada foi analisada em SDS-PAGE 12%. A quantidade
de proteinas totais foi mensurada pelo método de BCA. A atividade enzimatica foi determinada por
meio da hidrdélise da xilana e quantificacdo dos acucares redutores liberados pelo método do DNS.
Foi possivel observar na eletroforese as bandas correspondentes a enzima purificada. O pH 6timo
da enzima foi determinado utilizando tampao universal, no intervalo de pH de 4,0 a 8,0. A atividade
em pH mostrou acdo em uma ampla faixa, abrindo a possibilidade para uso da enzima em diversas
industrias.

Termos para indexagdo: purificacdo, bioquimica, xilanase.
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Caracterizacao da B-glicosidase Bgl08 de rumen de
caprino com potencial uso na industria de alimentos
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O uso de enzimas na industria pode trazer beneficios como qualidade, seguranca, reducao de
residuos quimicos toxicos e processos ambientalmente mais sustentaveis, entre outros. As B-gli-
cosidases sao enzimas que participam da degradacado da biomassa lignoceluldsica, o que as torna
bem estudadas nessa area. Além disso, muitas B-glicosidases podem ser utilizadas na industria
de alimentos e bebidas em razdo de sua capacidade de clivar glicosideos ligados a moléculas que
conferem sabor e aroma. A literatura cientifica conta com diversos artigos que demonstram o uso
dessas enzimas para melhorar a qualidade na producdo de vinhos, cervejas, chas, sucos, produtos
a base de soja, entre outros. E importante que as novas enzimas descritas na literatura possam ser
direcionadas para aplicagbes industriais. Este trabalho apresenta a caracterizacao inicial de uma
B-glicosidase origindria de uma triagem feita em uma biblioteca metagen6mica do rimen de capri-
no com potencial uso na industria de alimentos. Um clone contendo o gene da enzima nomeada
aqui de Bgl08 foi selecionado, seu gene foi amplificado por PCR e clonado no vetor pET21a(+). Esse
plasmideo foi introduzido em Escherichia coli BL21DE3, a proteina foi expressa e purificada. As
purificacdes dessa enzima foram realizadas pelo método de afinidade com cauda de histidina, e o
grau de pureza foi analisado em um gel de eletroforese de poliacrilamida (SDS-PAGE). Foram feitas
caracterizacdes bioquimicas e cinéticas. Nos testes de atividade em diferentes substratos, a Bgl08
apresentou sua maior atividade especifica (U/mg) em pNPBG (p-nitrophenyl-B-D- glucopyranoside),
seguida de pNPX (p-nitrophenyl-B-D- xylopyranoside), salicilina, pNPGal (p-nitrophenyl-B-D- galac-
topyranoside), pNPaG (p-nitrophenyl-a -D-glucopyranoside). Ela ndo apresentou atividade em mal-
tose, lactose e xilobiose. Esse fato mostra a capacidade da Bgl08 em quebrar a ligacdo de glicosideos
a compostos que possuem anéis aromaticos. Assim, pode ser uma boa candidata para a indUstria de
alimentos, na quebra de glicosideos ligados a gliconas que liberam sabores e aromas.

Termos para indexagdo: B-glicosidases, industria de alimentos, aromas, sabores.
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Engenharia metabdlica para a producao
de etileno glicol por Komagataella phaffii
a partir de hidrolisados de biomassa
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O crescente interesse global pela busca de recursos renovaveis é impulsionado pela escassez
proveniente de matérias-primas de origem fdssil e por preocupag¢des com sustentabilidade e emis-
soes de gases do efeito estufa. A biomassa vegetal € uma opcao alternativa, principalmente quando
obtida a partir de residuos agroindustriais. Os carboidratos presentes na composicao da biomassa
vegetal podem ser usados como matéria-prima em processos de fermentagao, para producdo de
compostos quimicos de base bioldgica. O etileno glicol (EG) é um composto organico amplamente
empregado como matéria-prima na producdo de tereftalato de polietileno (PET), fluidos anticonge-
lantes, solventes, polimeros e resinas. Em nosso grupo de pesquisa, desenvolveu-se uma linhagem
de Komagataella phaffii capaz de produzir EG a partir de uma via biossintética baseada na via de
Dahms, em que ocorre uma clivagem aldolitica de 2-dihidro 3-deoxi xilonato (proveniente do hidro-
lisado de biomassa rico em xilose) em piruvato e glicolaldeido. Entretanto, observou-se que essa
linhagem também foi capaz de oxidar glicolaldeido a acido glicdlico (AG) por meio de um aldeido de-
sidrogenase (ALDH) enddgena. Com base nos resultados ja alcancados, esse trabalho tem como ob-
jetivo identificar e silenciar os genes selecionados que codificam ALDH e superexpressar aldeido re-
dutase (ALDR), enzima que reduz glicolaldeido a EG em K. phaffii, visando a construcao de linhagens
robustas com maior producdo de EG. Para isso, foram selecionados seis genes que por analise in
silico apresentaram similaridades com ALDH e ALDR de outros microrganismos. Cassetes de delecao
foram construidos baseados no sistema mazF. Até o momento das seis constru¢des propostas com
esse sistema, apenas uma linhagem com o silenciamento de ALDH putativa foi obtida, denominada
K. phaffii AALDG. Essa linhagem foi avaliada em cultivo com EG, AG e glicoladeido como Unica fonte
de carbono para verificar o efeito da dele¢ao na formacao de EG, uma vez que o gene ALD6 possi-
velmente estaria envolvido na conversao de glicolaldeido a AG. De acordo com os resultados do cul-
tivo, a delecdo do gene ALD6 nao resultou no aumento da producdo de EG com relagcdo a linhagem
controle (K. phaffii X-33), indicando que ele ndo estd envolvido na conversao de glicolaldeido a AG.

Termos para indexagdao: Komagataella phaffii, engenharia metabdlica, etileno glicol, hidrolisa-
do de biomassa.
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Recuperacao do acido xilonico obtido por
fermentagao com linhagem recombinante
P1HL2 de Komagataella phaffii
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O acido xilonico foi identificado como um dos 30 principais produtos quimicos de valor agre-
gado que pode ser obtido pelo uso de biomassa. A producao do acido xilénico por agdo microbiana
tem se destacado por ser um processo seguro, ecolégico e por ocorrer em condi¢des moderadas de
reacdo. Entretanto, apds a produgdo do acido xilénico por fermentacao, sdo necessarias etapas de
recuperacao e purificacdo. O presente trabalho avaliou alguns parametros que influenciam na purifi-
cacao do acido xilénico. Em todos os estudos, utilizou-se o acido xilénico obtido via fermentacdao com
a linhagem recombinante P1HL2, de Komagataella phaffii. Avaliou-se a etapa de clarificagdo com
carvao ativo seguida da filtragcdo a vacuo. Observou-se que, quando essa etapa é realizada, ocorre
uma adsorgao do acido xilonico pelo carvao ativo, levando a baixos percentuais de pureza (49,59%),
e de recuperagao (33,21%), comparados aos valores obtidos quando essa etapa ndo é feita (61,06%
de pureza e 41,46% de recuperagao). Outro parametro de estudo foi a razdo entre o agente precipi-
tante (etanol 99%) e o concentrado de acido xil6nico, em que foram feitos ensaios com razdes: 3:1;
4:1; 5:1 e 6:1 (v/v). O ensaio com razdo 3:1 (v/v) levou a uma pureza de 77,31 + 4,28%, valor esta-
tisticamente igual aos ensaios com razao 4:1 (73,05 + 4,61%) e 6:1 (75,12 + 2,23%). Dessa forma,
ndo é necessario um volume maior de EtOH na etapa de precipitacao do acido xilonico. Avaliou-se a
concentracao do acido xilonico utilizado na purificacdo. Nos ensaios onde se utilizou acido xilénico
com concentracdo 447,80 g/L, obteve-se 74,38 + 7,77% de pureza e 91,90 + 13,99% de recuperacdo.
Quando se utilizou acido xilénico com concentragdo 279,80 g/L, obteve-se 49,22 + 8,67% de pureza,
e 53,31 +9,88% de recuperagao. O estudo mostrou que a concentragao € um parametro importante
na purificacao e recuperac¢do do acido xilénico. Quanto maior a concentragdo de acido xilénico no
produto da fermentagdo, mais préximo do ponto de precipita¢do, e consequentemente maior a re-
cuperacao do acido xilénico, com uma pureza maior.

Termos para indexagdo: acido xilénico, recuperacao, purificacdo.
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B-glicosidases (BGLs) sdo uma classe de enzimas que hidrolisam ligacGes glicosidicas B-1,4 do
residuo terminal ndo redutor do B-D-glicosideo, liberando glicose. Na industria, essas enzimas sao
utilizadas com diferentes propdsitos, como na producdo de vinho e sucos, para melhorar sabor e
aroma; em biorrefinarias, para a degradacao de celulose; em medicamentos e suplementos alimen-
tares, liberando compostos bioativos de glicosideos encontrados em plantas, entre outras aplica-
¢cOes. Porém as B-glicosidases sao inibidas pelo produto de sua prdpria a¢do catalitica, ou seja, a gli-
cose. Uma alternativa atraente é gerar B-glicosidases mutantes por meio da engenharia enzimatica,
de forma a otimizar essas enzimas para que sejam tolerantes a glicose e, portanto, tenham maior
aplicacao industrial. O objetivo deste trabalho foi buscar clones de B-glicosidases com potencial bio-
tecnoldgico em bibliotecas metagenémicas construidas a partir do solo da Amazbnia, de rimen de
caprino e de comunidade microbiana degradadora de biomassa vegetal, e em col6nias de bactérias
isoladas do solo do Cerrado. As triagens funcionais para atividade de B-glicosidases foram realizadas
plagueando-se as bibliotecas e colonias em placas contendo citrato férrico e esculina. Clones que
produzem B-glicosidase formam um halo preto, pois degradam a esculina formando esculetina, que
reage com o citrato férrico, formando um precipitado. Os clones positivos foram testados em pNPG
(p-nitrophenyl-8-D-glucopyranoside), que é um substrato derivado sintético da glicose e, portanto,
mais especifico. Foram triados aproximadamente 52.500 clones da biblioteca de solo da Amazonia;
34.500 clones da biblioteca de rimen de caprino e 105.000 clones da biblioteca da comunidade
degradadora de biomassa, e encontraram-se cinco clones com atividade de B-glicosidase. Os clones
foram testados para atividade em pNPG, sendo que o clone proveniente da biblioteca de rumen
de caprino foi o Unico que apresentou atividade nesse substrato. Das 153 col6nias isoladas do solo
de Cerrado, quarenta e trés apresentaram atividade de B-glicosidase em meio com esculina. Os
microambientes degradadores de biomassa, como solo e rimen de caprino, sdo boas fontes de en-
zimas B-glicosidases.

Termos para indexagdo: 3-glicosidases, triagem funcional, bibliotecas metagendmicas.
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Extracao com liquido pressurizado de compostos
fendlicos da casca de semente de algodao
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Resumo

A extracdo com liquido pressurizado (PLE) tem se mostrado uma abordagem altamente eficaz
para a recuperacao de compostos, sendo notavel tanto por sua eficiéncia quanto por sua contri-
buicdo para a sustentabilidade, por utilizar quantidade reduzida de solventes e menores tempos
de extracdo. O presente estudo tem como propdsito principal estabelecer parametros de processo
significativos para a construcdao de um protétipo do equipamento de PLE em escala piloto, para pro-
ducdo de extrato rico em fendlicos a partir da casca do caroco de algodado (Gossypium hirsutum L.).
Para isso, experimentos em equipamento de bancada ASE 350 a 180 °C foram realizados comparan-
do amostras integras e moidas, diferentes solventes (etanol e dgua) e diferentes tempos de extracao
(de 1 minuto a 29 minutos). A eficiéncia da extracado e a pureza dos fendlicos dos extratos produzi-
dos foram determinadas pelo método de Teor de Fendis Totais por Follin-Ciocalteau em microplaca.
O diametro geométrico médio (DGM) obtido para a amostra integra foi de 2097,9 + 22,2 um, en-
guanto o da amostra moida foi de 1075, 9 £ 154,4 um. A média da quantidade de fendlicos extraidos
por grama de amostra integra (814,46 + 60,93 ug/g) ndo se diferenciou de maneira significativa da
média correspondente as amostras moidas (851,92 + 122,48 ug/g), bem como os periodos de extra-
¢do, os quais ndo apresentaram diferencas significativas a partir do intervalo de 5 min, pelo teste de
Tukey (p<0,05). Com a pureza, constatou-se uma reducdo significativa na quantidade de fendlicos a
partir de 21 min. Essa diminuicdo sugere que periodos prolongados culminam na extracao de com-
postos distintos dos fendlicos, afetando a seletividade do processo. Adicionalmente, a pureza dos
fendlicos foi ampliada quando se efetuou a extragdo utilizando etanol 65% (7,85 + 1,26 pug fendlicos/
mg extrato), em contraste com a extracdo realizada com agua (1,92 * 0,26 ug fendlicos/mg extrato).
Conclui-se que a especificidade do processo sofreu maior influéncia de certas varidveis estudadas
(tipo de solvente e tempo de extracdo) que a eficiéncia da extracdo, e que ndo ha ganhos na adogao
de etapas preliminares de moagem da amostra.

Termos para indexagdo: PLE, fendlicos, fitoquimicos, residuo agroindustrial.
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Avaliacao do uso de fertilizantes minerais
no cultivo de Chlorella sorokiniana
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Resumo

O potencial das microalgas para realizar a fotossintese e acumular grandes quantidades de lipi-
deos, além de varios outros compostos de alto valor agregado, tal como carotenoides e biopolime-
ros, as torna uma fonte promissora para fins biotecnoldgicos. Entretanto, o alto custo de producdo
de biomassa e os problemas relacionados a contaminagdo por outros microrganismos dificultam
o escalonamento do cultivo, desafiando significativamente a comercializagdo dos bioprodutos ge-
rados. Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa propds a formulagcdo de um novo meio de
cultivo, denominado Blue Green Nitrogen Mix (BGNIM), feito com fertilizante mineral, o qual tornou
o cultivo de Chlorella sorokiniana 95% mais barato do que quando cultivado no meio padrao (Blue
Green 11) BG11. O presente estudo tem como objetivo propor dois novos meios de cultivo, a partir
da formulagdo inicialmente proposta para o meio BGNIM, também feitos a base de fertilizantes mi-
nerais. Os resultados obtidos demonstram que um dos meios propostos, BGNIM-Fetrilon, foi capaz
de produzir mais biomassa de C. sorokiniana do que o meio padrao BG11. O outro meio proposto,
BGNIM-CXK, produziu biomassa de forma similar ao BGNIM.

Termos para indexagdo: Chlorella sorokiniana, microalgas, meio de cultivo, fotobiorreatores
automatizados.

Introducgao

Por causa do aumento da populacdo mundial e da melhoria dos padrées de vida, a demanda
global por tecnologias inovadoras que auxiliem no aumento do rendimento da producdo agricola e
reduzam os impactos ambientais esta cada vez mais em alta (Gatamaneni Loganathan et al., 2020).
Nesse contexto, as microalgas destacam-se como a nova fonte mais promissora de biomassa (Chisti,
2018), tanto pelo fato de poderem ser utilizadas como fonte de alimento, cosméticos e farmacos
(Lee et al., 2017) quanto por poderem atuar na biorremediacdo de aguas contaminadas, logrando
gerar bioprodutos, como biofertilizantes e biocombustiveis (Saral et al., 2022).

O fato de o cultivo de microalgas possuir um pequeno ciclo de crescimento, quando compa-
rado aos de culturas vegetais, ndo precisar de terra ardvel, ndo competindo, portanto, por terras,
e apresentar, ao longo de todo o ano, uma produtividade dez vezes maior que vegetais superiores
(Morocho-Jacome et al., 2020; Hu et al., 2008), confere a esses microrganismos uma grande van-
tagem para fins biotecnoldgicos. Além disso, as microalgas sao capazes de sintetizar e acumular
grandes quantidades de lipidio/6leo (de 20% a 50% do peso seco), possuem menos compostos
estruturais, como lignina e celulose, e produzem diversos coprodutos ou subprodutos de alto valor
agregado, como biopolimeros, pigmentos e fitormoénios (Fontenelle et al., 2017).
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Entretanto, estima-se que de 50% a 65% do custo de produgdo de microalgas esteja relacionado
aos processos de cultivo e colheitas (Chen et al., 2018), representando esses os principais gargalos
para a viabilizacao do escalonamento das produg¢des de microalgas de formas lucrativa e competitiva
(Vandamme, 2013).

Estudos anteriores propuseram um meio de cultivo, chamado Blue Green Nitrogen Mix (BGNIM),
capaz de reduzir o custo de producdo de Chlorella sorokiniana em 95%, além de apresentar similari-
dade de produtividade algal, quando comparado com o meio de cultivo padrdao BG11 (Ribeiro et al.,
2020). Nesse meio, foi utilizado um coquetel de micronutrientes comercial, Rexolin-BRA, que, apds
a publicacdo do trabalho, teve sua comercializacdo descontinuada pelo fabricante e substituida por
um coquetel de micronutrientes com composicdo distinta, denominado Rexolin-CXK. O objetivo
deste trabalho consistiu em avaliar o desempenho da microalga C. sorokiniana em meios de cultura
formulados com outros coquetéis de micronutrientes comumente disponiveis no mercado, compa-
rando-os com o meio padrdao BG11 e o BGNIM proposto.

Materiais e métodos

Cepa microalga

A microalga C. sorokiniana Embrapa_LBA#39, isolada na Fazenda Chapada Imperial (Brasilia,
DF) e identificada por Hadi et al. (2016), foi a cepa escolhida para os estudos comparativos em dife-
rentes meios de cultivo. Tal linhagem compde a Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados
a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABiIo), da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) (Brasilia, DF) e é preservada segundo os protocolos descritos por Fernandes et al. (2019).

Meios de cultivo

Quatro meios de cultivo foram utilizados a fim de avaliar o perfil de crescimento da cepa C
Embrapa_LBA#39. O meio padrdo utilizado foi o Blue Green 11 (BG11), produzido a partir de reagen-
tes com grau analitico. Os demais meios foram o BGNIM BRA, descrito por Ribeiro et al. (2020), e
suas variacdes BGNIM CXK e BGNIM Fetrilon, os quais possuem a mesma composi¢cdo de macronu-
trientes: 510 mg/L de ureia, 35 mg/L de fosfato monoamonico (MAP), 75 mg/L de sulfato de mag-
nésio hepta-hidratado e 40 mg/L de nitrato de célcio; e a mesma concentracdo de micronutrientes:
100 mg/L, sendo os micronutrientes de cada meio fertilizantes comerciais de diferentes marcas:
Rexolin-BRA, YaraTera, Brasil (produto descontinuado pela empresa); Rexolin-CXK, YaraTera, Brasil
(substituto do Bra) e Fetrilon Comb 1, Compo Expert, Brasil; respectivamente.

Experimentos

A microalga C. sorokiniana Embrapa_LBA#39 foi cultivada nos fotobiorreatores automatizados
descritos por Ribeiro et al. (2020), os quais sdo compostos, resumidamente, por trés frascos de
vidro Duran GL80 com volume de 1 L, sendo que cada um deles contém, individualmente, agitador
magnético, painel de LED, sensores de luz, temperatura, pH e oxigénio dissolvido.

Foram conduzidos quatro experimentos distintos, um para cada meio de cultivo, tendo sido cada
experimento realizado em triplicata, adotando-se as seguintes condig¢des: fotoperiodo de 12 horas
claro/12 horas escuro, temperatura de 24 + 1 °C, aerag¢do 2 L/min de ar atmosférico contendo 0,1%
(v/v) de CO, (1.000 ppm). A concentragdo inicial dos inéculos foi em média 1 x 10° células/mL. O
pH de todos os meios foi ajustado para 7,0. Os experimentos foram conduzidos por 21 dias, e os
parametros foram monitorados a cada 1 hora.

Apbs o 212 dia, os cultivos de cada biorreator foram centrifugados separadamente a
10.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado, os pellets foram congelados utilizando-se
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nitrogénio liquido e liofilizados por 48 horas para obtencdo da biomassa seca. O contetdo foi, em
seguida, pesado com auxilio de uma balanga de precisdo, a fim de calcular a produgdo de biomassa
algal em cada meio de cultivo.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi feita por meio de andlise de variancia (ANOVA),
seguida de teste de Tukey, utilizando-se o software GraphPad Prism® 4.0 (San Diego, CA, USA),
sendo o nivel de significancia fixado em p < 0,05. Os dados foram apresentados em média + desvio
padrdo (n = 3).

Resultados e discussao

A linhagem de C. sorokiniana foi capaz de crescer em todos os meios de cultivos testados
(Figura 1). Andlises estatisticas, calculadas no 212 dia de experimento, evidenciaram que nao houve
diferenca significativa no crescimento, em células/mL, de C. sorokiniana nos meios BRA e CXK, o
gue indica que o fertilizante Rexolin-CXK, mesmo apresentando porcentagens diferentes de com-
postos quimicos, € um bom substituto para o Rexolin-BRA, o qual foi descontinuado pelo fabricante
(Tabela 1). Tanto o crescimento em meio BG11 quanto em Fetrilon apresentaram diferencas signifi-
cativas entre si e em relacdo aos demais meios. O meio Fetrilon apresentou maior crescimento.

3.36e+07

Amostra

|
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2 ~ BRA
g 4.19e+06 7 - CXK
— Fetrilon
5.24e+051

0 2 A 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (dias)

Figura 1. Curva de crescimento Chlorella sorokiniana em meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon.

Em se tratando de produtividade de C. sorokiniana, as biomassas secas médias obtidas nos
meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon foram de 0,860 g; 0,588 g; 0,630 g e 1,030 g, respectivamente. Tais
dados demonstram que a cepa de C. sorokiniana apresentou uma maior produtividade no Fetrilon,
seguida do meio BG11. Analises estatisticas corroboram com os resultados obtidos no crescimento
em células/mL, evidenciando diferenca significativa na produtividade tanto no BG11 quanto no
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Fetrilon em relacdo aos demais meios. Nao houve diferenca significativa entre a produtividade dos
meios BRA e CXK (Figura 2).
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Figura 2. Produtividade algal, em g, obtida no 212 dia de cultivo de Chlorella sorokiniana
em meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon. * indica diferenca significativa.

Os resultados relativos ao pH demonstraram que nos trés tipos de BGNIM houve, nos primeiros
dias de experimento, uma queda de pH, sendo a do meio BRA mais discreta (pH 5,5) e a do Fetrilon

mais acentuada (pH 3,2). Apds, em média, 10 dias de experimento, a faixa de pH neutro foi restabe-
lecida (Figura 3).
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Figura 3. Dinamica do pH ao longo de 21 dias de cultivo de Chlorella sorokiniana em meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon.

Assim como em Ribeiro et al. (2020), a reducdo de pH momentanea nao interferiu no cresci-
mento de C. sorokiniana, o que sugere uma tolerancia dessas microalgas em relacdo a variacdes no
pH. Tal caracteristica se mostra vantajosa, em se tratando do controle de qualidade em processos
de larga escala, uma vez que muitos microrganismos que causam a contamina¢do do cultivo ndo
resistem a acidificagdo do meio (Ashraf et al., 2011).

Por fim, os meios CXK e, principalmente, o Fetrilon se mostraram promissores para a viabili-
zagao da producdo de biomassa de C. sorokiniana se tornar competitiva e lucrativa. Assim como o
meio BRA (Ribeiro et al., 2020), tais meios sdo cerca de 95% mais baratos que o meio padrdo BG11.

Conclusao

Neste estudo, foram propostos dois novos meios de cultivo, BGNIM CXK e BGNIM Fetrilon,
com potencial significativo de reduzir o custo de producdo de microalgas, além de esses meio
terem sido comparados ao BG11 e ao BGNIM BRA, ja descrito na literatura (Ribeiro et al., 2020).
A produtividade de C. sorokiniana, em g, cultivada em BGNIM Fetrilon foi, inclusive, superior ao
meio padrdao BG11, amplamente utilizado. J4 o BGNIM CXK apresentou produtividade semelhante
ao meio BGNIM BRA. Mais estudos se mostram necessarios, a fim de avaliar a existéncia de dife-
ren¢as na composicdo bioquimica das biomassas coletadas.
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Biomassa pirolisada como matriz para a
producao de fertilizantes especiais
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Resumo

A pirdlise tem se destacado como uma opc¢do para viabilizar o uso agricola de residuos de dificil
manejo, como o lodo de esgoto (LE). O produto sélido da pirdlise do LE, denominado biochar de
LE (BLE), é rico em carbono (C) e nutrientes e livre de contaminantes microbioldgicos. No entanto,
a baixa concentracdao de potdssio (K) no LE é responsavel pelo baixo teor desse nutriente no BLE.
Nesse contexto, o enriquecimento do BLE com fontes de K é uma importante alternativa para tornar
esse produto um fertilizante mais completo para as plantas e viabilizar sua utilizacdo na agricultura.
Este estudo teve por objetivo avaliar o desempenho de um fertilizante a base de BLE quanto a libe-
racdo de K e a sua classificagdo como fertilizante de liberacdo lenta de K. O BLE foi enriquecido com
cloreto de potassio (KCl) (BBF-KCI) e, posteriormente, submetido ao processo de granulagdo. Os re-
sultados do presente estudo demonstraram que enriquecer o BLE com K representa uma estratégia
promissora para produzir fertilizantes de liberacdo lenta de nutrientes com perdas minimas para o
meio ambiente. O enriquecimento do BLE com K garantiu um teor de K O cerca de 75 vezes superior
ao do BLE puro, além de apresentar uma liberagcdo de K mais lenta quando comparado ao fertili-
zante mineral KCl, reduzindo a taxa de liberacdo em até 54%. Sendo assim, a producdo do BBF-KCI
se apresenta como uma alternativa com alto potencial para aumentar a eficiéncia do uso de K na
agricultura, resolver o problema de baixo fornecimento de K via BLE puro, contribuir com o Plano
Nacional de Fertilizante e diminuir a dependéncia do Brasil frente a importacdo de fertilizantes.

Termos para indexagao: biochar de lodo de esgoto, fertilizante a base de biochar, potassio,
fertilizante de liberagao lenta.

Introducgao

O biochar de LE (BLE) pertence ao grupo dos biochars que apresentam as mais altas concen-
tracdes dos principais nutrientes de plantas, em especial, o fosforo (P) (Yue et al., 2017). Dependendo
das condigdes de pirdlise, o BLE pode apresentar até 6% de P em sua composi¢do, dando a pirdlise
grande potencial para transformar o LE em um produto com alto fornecimento de P para o solo
(Figueiredo et al., 2021). Por outro lado, por causa da baixa concentracdo de potdssio (K) no LE, o
BLE apresenta baixos niveis desse nutriente, podendo limitar seu uso na agricultura (Fachini et al.,
2021).

Biochars enriquecidos com fontes minerais e/ou organicas para a produgdo de fertilizante
a base de biochar (BBF) vém sendo pesquisados por diversos autores com o objetivo de equili-
brar e viabilizar o fornecimento de nutrientes as plantas (Borges et al., 2020), além de atuar como

LEngenheira-agronoma, doutora em Agronomia, Universidade de Brasilia, joismanfachini@hotmail.com

2 Agrénoma, mestranda em Agronomia, Universidade de Brasilia, ornellechristiane@gmail.com

® Graduanda em Agronomia, Universidade de Brasilia, ludmilaraulino@gmail.com

“ Graduanda em Agronomia, Universidade de Brasilia, lud.ludmila.mila@gmail.com

° Graduanda em Agronomia, Universidade de Brasilia, jessicadaluzcostta@gmail.com

° Engenheira-agrénoma, doutora em Produgdo Vegetal, Universidade de Brasilia, camilarodcosta@gmail.com
7 Agrénomo, doutor em Agronomia, Professor da Universidade de Brasilia, cicerocf@unb.br

BIOMASSAS


about:blank
about:blank

fertilizantes de liberacdo lenta por causa de algumas caracteristicas do biochar, como alta porosida-
de e grande area de superficie (Schmidt et al., 2017).

Os BBFs sao considerados produtos com baixa taxa de aplicacdo e alta eficiéncia quando
utilizados como fertilizante, por sua capacidade em reduzir as perdas de nutrientes por lixivia-
¢do e contribuir para o aumento da absor¢ao de nutrientes e produtividade das culturas (Borges
et al., 2020). Além disso, a superficie dos biochars é caracterizada principalmente por grupos
funcionais com potencial de gerar cargas negativas, contribuindo para uma maior sor¢ao de
cations, como o K (Mukherjee et al., 2011). Dessa forma, enriquecer o BLE com K é uma alter-
nativa interessante para produzir um fertilizante mais completo, com potencial para fornecer K
as plantas de forma gradual e com maior eficiéncia, solucionando o baixo fornecimento desse
nutriente proveniente da aplicacdo de BLE puro e minimizando as perdas de K de fontes alta-
mente sollveis. Outra vantagem de produzir BBFs é que esses fertilizantes podem ser enrique-
cidos com nutrientes especificos e adaptados de acordo com as exigéncias da cultura (Farrar et
al., 2018). Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar o efeito do enriquecimento do BLE
com KCI nos teores de carbono (C), nitrogénio (N), P e K e na dinamica de liberag¢ao de K de BBF
na forma de granulos.

Materiais e métodos

O BLE foi produzido a partir de amostras de LE coletadas na estacdo de tratamento de esgoto
Melchior, pertencente a Companhia de Saneamento Ambiental de Brasilia, DF, Brasil. A pirélise foi
realizada em mufla (Linn ElektroTherm, Eschenfelden, Alemanha) com taxa média de aumento de
temperatura de 2,5 °C/min e tempo de residéncia de 5 horas, conforme descrito em Figueiredo
et al. (2021).

O BBF foi produzido a partir de uma mistura fisica de BLE, KCl e amido pré-gelatinizado
(BBF-KCI). As matérias-primas foram misturadas para obter uma massafinalde 1,0 kg. Considerando
os valores de nitrogénio total (TN) e P,O, em BLE, a concentragdo final de K no BBF foi fixada em
3%. Assim, foram adicionados 50 g de KCl para fornecer 3% de K,O e, como aglutinante, também
foram adicionados 65 g de amido pré-gelatinizado para produzir os granulos. Como fonte de N e P,
adicionou-se BLE para completar 1,0 kg da formulac¢do. Para a granulagao, o BLE e o KCl foram tri-
turadas em equipamento industrial (Philco PLQ 1400), e posteriormente passados por peneira de
malha 0,500 mm. Os granulos do BBF (BLE + KCl + amido) foram produzidos em um granulador de
laboratério. Durante a granulagao, também foi adicionada 4dgua destilada por meio de aspersao
sobre a matéria-prima para ativar o amido e iniciar o processo de formagao dos granulos.

O carbono total (CT) e o nitrogénio total (NT) foram determinados usando-se um analisador
elementar (Euro EA3000 Elemental Analyser, Mildo, Itdlia). A concentracdo de P foi determinada
pelo método colorimétrico do dcido molibdovanadofosférico (Brasil, 2017), e a concentracdo de K
foi determinada por fotometria de chama (Brasil, 2017).

Para avaliar a dindmica de liberacdo de K do BBF-KCIl, um experimento de incubacdo foi rea-
lizado conforme descrito em Fachini et al. (2022). Amostras de 5 g de BBF-KCl e 0,25 g de KCl,
para garantir um total de 1.245 mg kg* de K, foram acondicionadas em recipientes com malha
de poliéster permeavel < 0,5 mm, denominados de “sachés”. O ensaio foi realizado em sala de
incubacdo equipada com controlador de temperatura e umidade. Foram avaliados os seguintes
tratamentos, com trés repeticdes: a) controle: apenas a areia de silica sem adicdo de fertilizante;
b) BBF-KCI granulado; c) KCl mineral. A incubacdo foi realizada a uma temperatura média de 25 °C,
sendo avaliados os seguintes periodos: 12 horas e 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 10 dias,
20 dias e 30 dias ap6s o inicio da incubacdo, totalizando 81 sachés em recipientes de plasticos
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de 200 cm?® preenchidos com 100 g de silica. Decorrido o periodo de incubagdo estabelecido
para cada tratamento, os frascos foram retirados da sala de incubac¢do separando-se o saché da
areia de silica. Apds o periodo de incubacgao, o teor de K disponivel (extraido em Mehlich 1) foi
determinado.

A taxa de liberacdo de K (%) durante o periodo de incubacdo foi calculada de acordo com a
seguinte equacao:

Kt
Kliberado (%) = K—tO x 10(

em que, Kt = teor de K liberado durante o periodo de incubacdo (mg kg™ K); KtO = teor inicial
total de K (mg kg?) adicionado ao saché.

De acordo com os valores do coeficiente R? e do valor p (< 0,0001), o melhor modelo para re-
presentar os dados de liberacdo de K foi a equacdo exponencial de primeira ordem:

y =a(l —b")

em que, y = liberacdo de K (%) e x = tempo de incubacdo (dias).

Resultados e discussao

Os teores de macronutrientes e carbono total (CT) dos BLE e BBF-KCl sdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Macronutrientes e carbono total (CT) do BLE e BBF-KCI.

BLE 27,1 4,3 5,5 0,04
BBF-KCI 25,0 3,0 5,3 3,00

2: teor total. *: BLE: biochar de lodo de esgoto. BBF: fertilizante a base de biochar de lodo de esgoto.

Os teores de CT e NT do BBF-KCI foram 7,8% e 30,2% menores que os teores de CT e NT do
BLE, respectivamente. A menor porcentagem de BLE na mistura total para a producao do BBF-KCI
(88,5%) resultou em teores mais baixos de CT e NT quando comparado ao BLE puro, uma vez que a
unica fonte de C e N utilizada na produgdo do BBF-KCI foi BLE. O teor de P,O, total do BBF-KClI ficou
proximo ao teor de P,O, do BLE. Para a produgdo do BBF-KCI, a unica fonte utilizada para o forneci-
mento de P foi o BLE, representando uma boa opg¢ao de matéria-prima organica para o fornecimen-
to de P para a producdo de BBF.

De acordo com a porcentagem adicionada de KCl na produc¢do do BBF, o BBF-KC| apresentou
3% de K,O. O enriquecimento do BLE com K garantiu um aumento de 75 vezes no teor de K,O do
BBF-KCl em relacdo ao BLE puro (Tabela 1). Esses resultados comprovam a eficiéncia do enriqueci-
mento do BLE com fontes de K para complementar o baixo suprimento de K ao usar o BLE puro.

A dinamica de liberagdo de K do BBF-KCl e do KClI puro é mostrada na Figura 1. Para ambos
os fertilizantes, o modelo exponencial de primeira ordem descreveu adequadamente o processo de



liberagdo de K com alta significancia (p < 0,0001) e um valor de R? superior a 0,94. O fertilizante KCl
apresentou rapida liberagdo de K, totalizando 1.078,4 mg kg* (86,6%) de K liberado apds o primeiro
dia. Posteriormente, a liberacdo permaneceu constante até o final do processo de solubiliza¢do. Por
outro lado, para BBF-KCI, até o quarto dia de incubagéo, a liberagdo foi somente de 501,4 mg kg* de K
e na fase final de incubagdo, aos 30 dias, somente 54% de K foi liberado, sugerindo que o BBF-KCI tem
a capacidade de controlar a liberagdo de K.
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Figura 1. Liberagdo de K de fertilizante a base de biochar (BBF-KCI) e fertilizante mineral (KCl) ao longo do tempo.

Conclusao

Os resultados confirmam que o enriquecimento de biomassa pirolisada de lodo de esgoto com
fonte mineral de K é uma alternativa promissora para a geracao de novos fertilizantes a base de
biochar. O enrigquecimento aumentou o teor de K,0 em 75% comparado ao BLE puro. O BBF-KCI re-
duziu a liberacdo de K em 54% comparado ao fertilizante mineral KCl puro, demonstrando excelente
desempenho de liberacdo lenta de K, o que contribui para reduzir a perda de K por lixiviacdo e au-
mentar a eficiéncia do uso do fertilizante. Além de solucionar o baixo teor de K via aplicagao de BLE
puro e contribuir para a reciclagem do LE na agricultura, este trabalho apresenta uma alternativa
sustentavel para a producdo de novos fertilizantes a base de BLE.
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Resumo

Com o objetivo de avaliar o impacto econémico e ambiental da adoc¢do de biodigestor de pe-
guena escala em uma propriedade familiar e em um cenario de ado¢cao amplo, com foco em estabe-
lecimentos agropecuarios de pequeno e médio porte, foram utilizados dados primarios da producao
de biogas coletados em propriedade familiar localizada em Luziania, GO, e um cendrio de adogdo
composto por 50% dos estabelecimentos com efetivo entre dez e 100 cabecgas de bovinos. A ferra-
menta RenovaCalc foi utilizada para calcular emissGes de COMI evitadas. Os resultados mostram o
elevado potencial de impacto econdmico (geracdo de renda anual equivalente a RS 1,45 bilhdo pela
substituicdo de gas liquefeito de petréleo (GLP) pelo biogds) e ambiental (emissdo evitada de 595,2
mil t de COZeq por ano) no cenario de ado¢do proposto. Conclui-se que a adoc¢do de biodigestores de
menor escala pode ser uma solugdo tecnoldgica importante para ampliar a reducdo de emissodes de
gases de efeito estufa (GEE) e gerar renda e maior autonomia energética no meio rural.

Termos para indexagdo: bioenergia, bovinocultura, economia circular, agregacao de valor.

Introducgao

O Brasil possui o maior rebanho bovino do planeta, formado por 224,6 milhGes de cabecas,
em 2021, seguido pela india (193,2 milhdes de cabecas), pela China (120,9 milhdes), pelos Estados
Unidos (93,8 milhdes), pela Etidpia (65,7 milhdes), pela Argentina (53,4 milhdes) e pelo Paquistao
(51,5 milhoes de bovinos) (FAO, 2023).

O rebanho brasileiro esta distribuido em todo o territério nacional (Figura 1), sendo que 54,4%
do efetivo bovino concentram-se em cinco estados: Mato Grosso, com 32,4 milhdes de cabecas, res-
pondendo por 14,4% do rebanho nacional; Goias, com 24,3 milhdes de cabecas (10,8% do rebanho
nacional); Pard, com 23,9 milhGes de cabecas (10,7% do rebanho); Minas Gerais, com 22,9 milhdes
de cabecas (10,2% do rebanho) e Mato Grosso do Sul, com rebanho de 18,6 milhGes de cabecas
(8,3%) (IBGE, 2021).
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Figura 1. Distribuicdo geografica do efetivo bovino no Brasil, em 2021, por nimero de cabecas.
Fonte: IBGE.

Analisando em termos de estabelecimentos agropecuarios, dados do ultimo Censo Agropecuario
(IBGE, 2017) mostram elevada concentracdo de estabelecimentos de pequeno porte (de 0 até 100
cabecas de gado) (Figura 2). De um total de 1.860.519 estabelecimentos agropecudrios com efetivo
bovino no Brasil, 85% (1,56 milhdo) sdo estabelecimentos com até 100 cabecas de bovinos. Esse con-
tingente de produtores poderia se beneficiar da producao de biogds por meio do aproveitamento de
dejetos da bovinocultura, caso houvesse disponibilidade no mercado de biodigestores adaptados para
escalas menores de producdo, voltada ao consumo proéprio, com fins de autonomia energética e redu-
¢do de custos nessas propriedades.

O biogds é um combustivel gasoso, gerado pela decomposicdo da matéria organica, em um
processo similar ao de compostagem. E composto basicamente por metano e gas carbénico, poden-
do ser utilizado com facilidade para geracdo de energia elétrica ou térmica em propriedades rurais.
Tem como vantagem ser estocado com facilidade, garantindo estabilidade e controle da producdo
ao longo do tempo, ao contrario da energia solar e edlica.

A importancia da producao do biogds em estabelecimentos rurais de pequeno e médio porte
esta relacionada a redugdo de custos com energia elétrica, substituicdo do gds liquefeito de petrdleo
(GLP) e producao propria de biofertilizante, além de impactos ambientais favoraveis frente ao eleva-
do potencial de redugdo das emissdes de gases de efeito estufa.
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Figura 2. Estabelecimentos com bovinos no Brasil, por grupos de cabecas.
Fonte: Censo Agropecuario.

O objetivo deste trabalho é avaliar os impactos econémico e ambiental da adoc¢do de biodi-
gestor de pequena escala em uma propriedade familiar e avaliar esses impactos em um cendrio de
adocdo amplo, com foco em estabelecimentos agropecudrios de pequeno e médio porte.

Materiais e métodos

O impacto econémico foi medido tendo como referéncia a substituicdo do consumo mensal
de dois botijoes de gas GLP pelo biogas produzido na propriedade familiar. Foram levantados dados
primarios em uma propriedade rural localizada no municipio de Luziania, GO, relativos aos coefi-
cientes técnicos de producdo do biogds. Calculou-se a producdao mensal e anual medida em botijoes
de 13 kg, com fins de comparacdo ao gas GLP. E importante ressaltar que o biodigestor pode ser
adaptado para producdao de um a dois botijdes mensais, a depender da necessidade do produtor.
Para fins deste estudo, optou-se pela producdo otimizada correspondente a dois botijdes mensais.

Prop0s-se um cenadrio de adoc¢do do biodigestor em 50% dos estabelecimentos agropecuarios com
bovinocultura entre 10 e 100 cabecas, considerados como de produtores de pequeno e médio porte
neste estudo.

Na avaliacdo do impacto ambiental utilizou-se a RenovaCalc, ferramenta oficial de calculo da
Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio), para estimar a intensidade de carbono (IC) do
biogas produzido. O cdlculo da IC tem como base a avaliacdo de ciclo de vida atribucional, do berco
ao tumulo, com alocacgdo por critério energético. Os parametros técnicos da produgdo do biogas no
cenario proposto foram agregados aos dados de inventario de ciclo de vida de processos de back-
ground, da base de dados Ecoinvent. As emissGes de gases de efeito estufa (GEE) foram estimadas
segundo o IPCC (2006). A somatéria das emissdes no processo de producdo do biogds resulta na IC
do biogads medidoem g COZeq/MJ. A diferenca entre a IC do biogds e a IC do gas GLP resulta em emis-
sOes evitadas — varidvel de referéncia para impacto ambiental neste estudo.
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Resultados e discussao

A producdo de biogas no estabelecimento rural se estabilizou apds trés meses de operacdo
desde a implementacdo do biodigestor. Nesse periodo, houve necessidade de manutencdo por
causa de problemas operacionais no local. Verificou-se que os parametros operacionais do biodi-
gestor devem estar estaveis, com teor de metano de no minimo 50% para que o biogas possa ser
considerado como alternativa para a substituicdo do gas de cozinha.

O volume de biogas consumido pelo produtor em Luziania, GO, desconsiderando o periodo
inicial de instabilidade na producdo, foi de 28,5 m® por més. Sabendo-se que 1 m3 de biogas repre-
senta 0,45 kg de GLP, conforme sugerido por Silva et al. (2019), verificou-se que o produtor deixou
de consumir cerca de 12,8 kg de GLP/més, o que corresponde a producdo mensal de uma unidade
de botijdo. Nessa propriedade, o biodigestor foi confeccionado com a capacidade de 4.000 litros. No
entanto, é possivel tratar o mesmo volume de dejetos e otimizar a producdo para até dois botijoes
por més, a depender do volume do biodigestor. Para uma produgdo otimizada, ao preco médio de
RS 120,00 o botijdo de 13 kg, tem-se receita equivalente a RS 240,00 por més ou RS 2.880,00 por
ano.

No cenario de adoc¢do proposto neste estudo, os impactos econdmico e ambiental da producdo
de biogas alcancam numeros expressivos, como sao mostrados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.
Nota-se que a substituicdo do consumo mensal de dois botijoes de gas GLP pelo biogas em 50%
dos estabelecimentos de 11 a 100 cabecas gera uma renda adicional ao produtor da ordem de RS
1,45 bilhdo em um ano, sendo RS 488,44 milhdes em estabelecimentos com 11 a 20 cabegas, RS
652,10 milhdes em grupos de 21 a 50 cabecas e RS 311,57 milh&es em grupos de estabelecimentos
com 51 a 100 cabecas (Tabela 1).

Tabela 1. Impacto econdmico da adogdo do biodigestor, em estabelecimentos
agropecuarios, por grupo de cabecas de bovinos.

De11a20 169.597,00 4.070.328 488,44

De 21a50 226.424 5.434.176 652,10

De 513100 108.185 2.596.440 311,57
Total 504.206 12.100.944 1.452,11

O impacto ambiental dessa producdo, considerando a categoria de impacto de mudancgas clima-
ticas, equivale a evitar a emissao de 595,2 mil toneladas de co,,, (Tabela 2). Desse total, 200,2 mil t
Co,,, (33,6%) sdo evitados no grupo de 11 a 20 cabecas, 267,2 mil t Co,, (44,9%), no grupo de 21 a
50 cabecas, e 127,7 mil t Co,,, (21,5%), no grupo de 51 a 100 cabecas.

Tabela 2. Impacto ambiental da adogdo do biodigestor, em estabelecimentos
agropecuarios, por grupo de cabecas de bovinos.

De11a20 4.070.328 209.024,35 8.828,20 200.196,14
De 21 a50 5.434.176 279.062,30 11.786,28 267.276,02
De 51 a 100 2.596.440 133.335,49 5.631,46 127.704,03

Total 12.100.944 621.422,14 26.245,95 595.176,19
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Para efeitos de comparacdo, Lacerda et al. (2009) relatam valores de fixagdo de CO, equivalen-
tes entre 103,4 t ha' e 689,3 t ha para as florestas tropicais nas Américas. Segundo os autores, os
valores encontrados na literatura sobre fixacdo de carbono na forma de COZeq sdo muito varidveis.
Trazendo essa informacdo para as emissdes evitadas no cenario de adogdo proposto neste estudo,
da ordem de 595,2 mil t de COZeq por ano, a fixacdo de carbono equivaleria a uma drea entre 863,45
e 5.756,06 de hectares de florestas tropicais.

Conclusao

Conclui-se que o sistema de biodigestor adaptado as condi¢des de producdo da bovinocultura
de pequeno e médio porte tem potencial significativo de gerar renda e evitar a emissdo de GEE. Se
metade dos estabelecimentos agropecudrios com 10 a 100 cabecas de bovinos produzirem biogas
na escala analisada neste estudo, seria evitada a emissdo de 595,2 mil t COZeq, o equivalente a fixa-
cdo de carbono em uma area entre 863,45 e 5.756,06 de hectares de florestas tropicais. O impacto
econdmico, somente pela substituicdo do consumo mensal de dois botijdes de gas GLP pelo biogas,
é expressivo quando analisado em cendrio de ado¢do amplo. Os nimeros discutidos neste estudo
revelam o grande potencial do Brasil, via inclusdo social — um dos pilares da sustentabilidade —
tendo em vista a quantidade de estabelecimentos agropecudrios situados nos grupos que possuem
entre 10 e 100 cabecas de bovinos. Para esse publico, o acesso as tecnologias, capacitacdo e assis-
téncia técnica sao condicdes sine qua non para a concretizacdo desse potencial produtivo.

Acrescentam-se ainda ganhos em autonomia e seguranca/disponibilidade pela geracdo propria,
podendo gerar excedentes e outros produtos como biofertilizantes, ampliando ainda mais a geracao
de renda.

Conclui-se que o biodigestor de pequena escala pode contribuir para o desenvolvimento de
uma economia local com fluxo financeiro e energético circular sustentdvel. Todavia, dependerd de
esforcos conjuntos das iniciativas privada e publica para tornar realidade esse potencial. De um
lado, serd necessdrio que a industria produza biodigestores de pequena escala, eficientes e acessi-
veis aos produtores; de outro, sera fundamental induzir a producdo de biogds por esse segmento,
por meio de politicas de crédito e assisténcia técnica.
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Impactos do Carbon Dot Krill A32 na

produtividade de biomassa da microalga
Chlorella sorokiniana (LBA#39)
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Resumo

Ha varios esforcos para tornar o cultivo de microalgas economicamente vidvel. Isso porque
esses organismos sao fontes de diversas biomoléculas de valor econémico, como lipidios, proteinas
e enzimas. Entretanto, ha desafios na producdo que dificultam a lucratividade da atividade. Alguns
estudos indicam que tratamentos com carbon quantum dots podem incrementar a produtividade
da biomassa microalgal produzida. Foram feitos trés experimentos com diferentes concentragoes
do Carbon Dot Krill A32, que foram aplicadas em cultivos com a microalga Chlorella sorokiniana
(LBA#39) para investigar os efeitos na producdo de biomassa. Um teste inicial foi feito em biorrea-
tores de 500 mL testando-se 500 pg/L e 500 ng/L da nanoparticula. O segundo foi uma varredura
em um volume de 1,5 L em que as concentragdes investigadas foram 10 mg/L; 1 mg/L; 500 ug/L;
100 pg/L; 10 pg/L; 1 ug/L e 500 ng/L da nanoparticula. O terceiro foi uma validagdo em reatores de
2 L utilizando concentracdes de 100 pg/L e 10 pg/L da nanoparticula. Os resultados da curva de cres-
cimento dos cultivos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Para os resultados
de biomassa seca, com o aumento do volume de cultivo, os incrementos foram progressivamente
menores e estatisticamente iguais ao controle. Os resultados sugerem que nas condi¢Ges estudadas
ndo ha incremento na produtividade da biomassa. S3o necessarias analises sobre a qualidade da
biomassa para melhor interpretacao do observado.

Termos para indexagao: carbon quantum dots, microalgas, biomassa.

Introdugao

A emergéncia climatica esta relacionada com o grande consumo de combustiveis fésseis, na
medida em que o aumento das emissdes de gases do efeito estufa, como o CO,, acarreta o aumen-
to da temperatura média global. Produtos com valor agregado ainda sdo muito dependentes de
derivados de petréleo e fontes ndo renovaveis. A procura por fontes alternativas e renovaveis de
insumos para a industria é imperativa. Nesse aspecto, biomassa de microalgas pode ser uma inte-
ressante alternativa, ja que as microalgas contém uma grande variedade de substancias de interesse
com as mais diversas aplicagcdes, como lipideos, carboidratos, pigmentos, antioxidantes, enzimas e
proteinas. Sendo assim, os microrganismos sdo considerados verdadeiras biorrefinarias, e podem
prover moléculas complexas sem a necessidade de procedimentos sintéticos ineficientes e dispen-
diosos de energia e de reagentes (Enzing et al., 2014).

Entre os beneficios do uso de microalgas, pode-se dizer: 1) que as emissdes de CO, podem ser
parcialmente compensadas pela fotossintese algal; 2) que ndo ha competicdo com terra aravel para
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alimentos; 3) que microalgas podem ser cultivadas em estruturas verticalizadas, ocupando area
inferior a culturas vegetais; e 4) que agua potavel pode ser preservada ao utilizar na cultura dgua
salgada ou residual (Schenk et al., 2008).

Apesar das vantagens, alguns gargalos precisam ser recuperados na cultura de microalgas para
viabilidade comercial. Cultivo, colheita e pds-tratamento de microalgas demandam muitos recursos
financeiros. A literatura indica que o preco da biomassa algal varia entre 5 €/kg e 1 €/kg, mas para a
viabilidade comercial. Portanto, precos abaixo de 1 €/kg devem ser obtidos (Fernandez et al., 2019).
Para a diminuir o custo da biomassa, aumentar a capacidade de producdo e diminuir o impacto do
preco dos nutrientes utilizados nos meios de cultivo, ha um nimero crescente de estudos que indi-
cam que o uso de pontos quanticos de carbono, carbon quantum dots, podem melhorar a qualidade
e a produtividade da biomassa de microalgas (Zhang et al., 2018). Esse material unidimensional,
de baixo custo, é fluorescente e pode realizar fenbmenos de superficie com sais ou membranas. A
interacdo desse tipo de material e desses microrganismos ainda precisa de muita elucidacdo. Nao
ha um consenso sobre se 0 modo de atuacdo das particulas é causado pelas propriedades 6ticas ou
por reacdes bioquimicas. Ainda também ndo ha descricdo das melhores maneiras de aplicacdo e de
guais nanoparticulas escolher.

A nanoparticula testada, o Carbon Dot Krill A32, foi desenvolvida em parceria com a
Universidade de Brasilia, a empresa Krilltech e a Embrapa. Essa tecnologia demonstrou resultados
positivos em plantas, os ensaios atestaram aumento de eficiéncia na fotossintese em cerca de 60%,
aumento na eficiéncia do uso de dgua em 50% e aumento da massa radicular em 50% (Rodrigues
et al., 2021). Para contribuir no entendimento da viabilidade de uso dessas particulas no cultivo de
microalgas, no presente trabalho foram avaliados diferentes tratamentos com o Carbon Dot Krill
A32 em diferentes dosagens em uma microalga (Chlorella sorokiniana LBA#39) e foram avaliados os
impactos na produtividade de biomassa.

Materiais e métodos

O preparo do pré-indculo da microalga C. sorokiniana Embrapa (LBA#39) foi feito em condicdes
estéreis, uma colbnia isolada da microalga foi adicionada a um reator de 2 L com meio BG-11, que
cresceu durante 14 dias com um fotoperiodo de 12 horas/12 horas e aeragdo de ar em um fluxo de
4 L/min antes de ser adicionada aos experimentos. O Carbon Dot Krill A32 concentrado em solugdo
foi fornecido pelo Laboratério de Inorganica e Materiais da Universidade de Brasilia em conjunto
com a Empresa Krilltech. Foi feita uma soluc¢do diluindo-se 100 vezes as nanoparticulas em agua,
que foi adicionada ao cultivo de acordo com a concentracao desejada.

Para o experimento de teste inicial, aproximadamente 250 mL do inéculo da microalga LBA#39
em 4,25 L de meio BG-11 foram distribuidos para nove reatores de 500 mL, resultando em um
volume de 500 mL por reator. O tratamento de cada concentracdo foi realizado em triplicata e foi
feito um controle em triplicata. Foram escolhidas para os cultivos as concentracdes de carbon dots
500 pg/L e 500 ng/L. Os reatores foram deixados sobre a aeracdo de 2 L/min de ar, sob um fotope-
riodo de 12 horas/12 horas. O cultivo durou 21 dias.

Para o experimento de varredura de concentracdes, foram adicionados aproximadamente 2 L
de inéculo da microalga LBA#39 em 34 L de meio BG-11, que foram depois distribuidos em 24 reato-
res, resultando em um volume de 1,5 L por reator. O tratamento de cada concentracdo foi realizado
em triplicata e foi feito um controle em triplicata. Foram escolhidas para os cultivos as seguintes
concentragdes de carbon dots: 10 mg/L; 1 mg/L; 500 pg/L; 100 ug/L; 10 pg/L; 1 ug/L e 500 ng/L. Os
reatores foram deixados sobre a aeracdo de 4 L/min de ar, sob um fotoperiodo de 12 horas/12 horas.
O cultivo durou 21 dias.
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Para o experimento de validacdo, foram adicionados aproximadamente 500 mL de inéculo da
microalga LBA#39 em 15,5 L de meio BG-11, que foram depois distribuidos em 16 reatores, resultando
em um volume de 2 L por reator. Todos os testes, assim como o controle, foram conduzidos em qua-
druplicata. Foram escolhidas para os cultivos as concentragcoes de carbon dots 100 pg/L e 10 pg/L. Os
reatores foram deixados sobre a aeracdo de 4 L/min de ar, sob um fotoperiodo de 12 horas/12 horas.
O cultivo durou 21 dias.

Periodicamente, durante os experimentos, o crescimento da microalga foi acompanhado pela
leitura de absorbancia em espectrofotémetro a 750 nm por meio da amostragem de 200 ulL de cada
cultivo. Ao final de cada cultivo, a colheita foi realizada por centrifuga¢do a 9.000 g por 5 minutos,
seguida de liofilizacdo para obtencdo da biomassa seca, que foi pesada para obter os dados de
produtividade.

Resultados e discussao

O crescimento da microalga nas condi¢des estudadas pode ser visualizado nas curvas de cres-
cimento retratadas na Figura 1.
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Figura 1. Curvas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana (LBA#39) com tratamento
de carbon dots em diferentes concentracGes nos diferentes experimentos.

Uma analise da Figura 1 indica que, independentemente do experimento, as absorbancias ob-
tidas sao muito semelhantes, sendo quase impossivel discernir uma curva de crescimento da outra.
De fato, a Analise de Variancia (ANOVA) com significancia de 0,05 realizada entre as absorbancias
em qualquer um dos experimentos ndao mostra diferenga estatisticamente significativa entre as con-
dicdes estudadas em qualquer um dos experimentos. Isso sugere que os tratamentos ndo impacta-
ram o crescimento do cultivo.
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A producdo da biomassa foi avaliada com base no peso seco de biomassa. Os dados de peso
seco estdao na Tabela 1, na Tabela 2 e na Tabela 3.

Tabela 1. Massas de peso seco de biomassa obtida no experimento de teste
inicial (* indica tratamento estatisticamente distinto do controle).

Média (g) 0,6275 0,7352° 0,7333°
Desvio Padrio (g) 0,0399 0,0209" 0,0475"

Tabela 2. Massas de peso seco de biomassa obtida no experimento de varredura de concentragdes.

Média (g) 1,1458 1,1938 1,1505 1,2057 1,3182 1,3068 11,1700 1,1529
Desvio padrdo (g) 0,0104 0,0762 0,0873 0,1339 0,0521 0,0567  0,0880 0,1568

Tabela 3. Massas de peso seco de biomassa obtida no experimento de validacao.

Média (g) 1,5051 1,5664 1,5638
Desvio padrédo (g) 0,1048 0,0196 0,0840

No experimento de teste inicial, a ANOVA de uma via indicou que houve diferenga estatis-
ticamente significativa entre as médias [F(2,6) = 7,973; p = 0,02]. O teste post-hoc de Diferenca
Significativa das Médias de Tukey com significancia de 0,05 indica que o controle é estatisticamente
distinto do grupo que contém o tratamento de 500 pg/L e de 500 ng/L nos biorreatores de 500 mL.
Esses resultados indicaram um incremento de biomassa nos tratamentos de aproximadamente 17%.

A partir dos dados promissores do primeiro experimento, foi feito o experimento de varredura
de concentra¢cdes em um volume maior: 1,5 L. O teste de homogeneidade das varidncias indicou
gue ndo seria possivel executar a ANOVA de uma via [p = 0,03 < 0,05]. Assim, foi realizada uma
ANOVA de uma via com correcdo de Welch, que indicou que as médias sdo estatisticamente dis-
tintas [F(7, 6,202) = 4,712; p = 0,037 < 0,05]. Apesar disso, o teste post-hoc de Games-Howell com
significancia de 0,05 ndo conseguiu separar grupos estatisticamente distintos. Ou seja, a expectativa
de que nas concentracdes de 100 pug/L e 10 pg/L houvesse ocorrido cerca de 15% de incremento
nao se mostrou estatisticamente significativa.

Para confirmar esse resultado, um terceiro experimento de validacdo foi realizado, com
mais replicatas e em volume maior ainda (2 L). O teste de homogeneidade das varidncias indicou
que ndo seria possivel executar a ANOVA de uma via [p = 0,006 < 0,05]. Assim, foi realizada uma
ANOVA de uma via com correcdo de Welch, que indicou que as médias ndo sao estatisticamente
distintas [F(2, 4,332) = 0,572; p = 0,602 > 0,05]. Ou seja, apesar de os dados obtidos mostrarem
aparente incremento na quantidade final de biomassa seca de aproximadamente 4%, em relagao ao
controle, a ANOVA mostrou que essa diferenca nao é estatisticamente significativa.

Conclusao

Os diferentes experimentos sugerem que o Carbon Dot Krill A32 ndo impacta a produtividade
de biomassa da microalga Chlorella sorokiniana (LBA#39) nas condic¢Oes realizadas. O incremento
no rendimento final de biomassa seca obtido no experimento inicial ndo foi confirmado nos experi-
mentos de varredura de concentracdes e de validacdo, o que demonstra a baixa reprodutibilidade
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do incremento de biomassa com o tratamento do Carbon Dot Krill A32 nos cultivos da microalga C.
sorokiniana. Uma possivel justificativa para esse fato foi o uso de volumes maiores de cultivo. Isso
foi feito para diminuir os erros experimentais de pipetagem e de amostragem, que sao mais repre-
sentativos em volumes menores.

Se por um lado ndo houve incremento no rendimento final de biomassa nos experimentos rea-
lizados em volumes maiores, a quantidade de biomassa final obtida nessas condi¢des permitird a
realizacdo de ensaios de caracterizacdo bioquimica dessas biomassas. Tratamentos com carbon dots
podem também resultar em alteracdo na qualidade da biomassa por desempenharem um efeito
bioquimico capaz de modular vias metabdlicas distintas (Zhang et al., 2018). As proximas etapas do
trabalho consistirdo na avaliacdo dos teores de proteina, lipidios, carboidratos e carotenoides da
microalga cultivada com Krill A32, bem como dos perfis lipidico, de carotenoides e de fitormonios.
Somente apds a conclusdo dessas avaliacGes serd possivel determinar se a nanoparticula de car-
bono avaliada teve algum efeito sobre a qualidade das biomassas obtida nos cultivos, bem como a
recomendacdo de avaliacdo dessas nanoparticulas em processos de escalonamento do cultivo.
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Influéncia da iluminag¢ao e da aeragao sobre o
crescimento de Chlorella sorokiniana em meio BG11
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Resumo

Representando uns dos principais objetos de estudos atualmente, microalgas sdo, em geral,
microrganismos fotossintetizantes altamente capazes de retirar CO, atmosférico e gerar biomassa
rica em biomoléculas de interesse industrial e comercial. No entanto, para obtencao de altos valores
de rendimento e produtividade, condi¢des ideais de crescimento sdo muito importantes. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi comparar a influéncia de biorreatores, ou modelos utilizados
para o cultivo, sobre o crescimento e o rendimento de biomassa de Chlorella sorokiniana em meio
BG11 e, também, verificar os resultados que o uso de diferentes luzes pode gerar. Para tanto, foram
realizados dois experimentos ndo simultdneos em que, primeiramente, a cepa foi cultivada em dois
modulos de cultivos diferentes: mddulo novo (MN), com biorreatores e sistema de aeracdo novos
da sala de microalgas; e modulo antigo (MA), utilizando Erlenmeyers, pipeta estéril para passagem
de ar e outros componentes. Em um segundo momento, com o intuito de analisar quais luzes e
combinacGes geram maiores crescimentos e, por conseguinte, maiores biomassas secas finais, as
microalgas foram cultivadas sob trés condi¢des de iluminacdo diferentes: luz branca (B), luz branca +
luz colorida (B+C) e luz colorida (C). Para os dois mddulos, temperatura, aeracao e pH também foram
controlados. Ao longo e/ou ao final dos experimentos, analises de crescimento por meio de leitura
por espectrofotometria, contagem de células, leitura de turbidez por OD manual e centrifugacdo e
liofilizacdo das biomassas, para saber o peso de massa seca final, foram feitas. Com isso, as anali-
ses e os testes mostraram rendimento de biomassa bem maior em MN em comparagdao com MA e
maior crescimento dos cultivos crescidos sob luz B+C, havendo diferencas significativas em ambos
os experimentos. Esses resultados permitiram demonstrar a maior eficiéncia dos novos modulos de
cultivo de microalgas da Embrapa Agroenergia e quais luzes utilizadas geram maiores crescimentos,
destacando-se também a importancia de se ter condi¢es de cultivo adequadas.

Termos para indexagao: microalgas, modulos de cultivo, iluminagao, biomassa.

Introducgao

Em 2021, no Brasil, a estimativa de emissdo de didxido de carbono (CO,) na atmosfera foi de
mais de 488 milhGes de toneladas por ano, com uma média per capita maior que duas toneladas
(Ritchie; Roser; Rosado, 2020). Diante desse cenario de alta polui¢cdo, o uso de microalgas tem ga-
nhado grande destaque por causa da alta eficiéncia de fixagdo de CO, por algumas linhagens. No
entanto, Li (2013) destacam as dificuldades de utilizacdo desses microrganismos, visto que eles de-
pendem de condi¢cdes ambientais, como luminosidade e aeracdo, adequadas que acabam elevando
o custo de producdo e que, quando ndo atendidas, diminuem a eficiéncia de fixacdo de gas e uso de
recursos de crescimento.

* Graduanda em Biotecnologia, Universidade de Brasilia, mariaeduardal12388@gmail.com

2 Biotecnologista, mestre em Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia, alessa.bembom@gmail.com

® Bidloga, mestre em Microbiologia Aplicada, Embrapa Agroenergia, daniturati@hotmail.com

4 Quimico, mestrando em Quimica Inorganica, Universidade de Brasilia, samuel.n.limberger@gmail.com

* Engenheiro de bioprocessos e biotecnologia, mestre em Tecnologias Quimicas e Bioldgicas, Embrapa Agroenergia, felipe.carvalho@embrapa.br
© Bidloga, doutora em Genética e Biologia Molecular, Embrapa Agroenergia, leticia.jungmann@embrapa.br

BIOMASSAS



Por outro lado, quando a utilizagdo de CO, e energia luminosa por microalgas € eficiente, esses
seres sdo capazes de gerar biomassa altamente rica em nutrientes e moléculas de valor agregado,
como 4cidos graxos, proteinas, carotenoides, vitaminas e outras. Assim, nos ultimos anos, além
de enriquecer a industria alimenticia, dreas como a de producdo de biocombustiveis, cosméticos,
medicamentos, biorremediacdo e biofertilizantes (Camacho; Macedo; Malcata, 2019) também tém
sido beneficiadas e tém investido em mais estudos sobre esses organismos.

Sendo assim, este trabalho consiste em um estudo sobre como o ambiente de cultivo e como fato-
res, como a luz, podem influenciar no crescimento de microalgas e no rendimento de biomassa. Essas
andlises servirdo como dados que influenciam na escolha de condig¢des de cultivo em escala de bancada
e planta-piloto.

Materiais e métodos

Crescimento em meio BG11

Para os experimentos, foi utilizado o meio Blue Green 11 (BG11) e a microalga Chlorella soroki-
niana Embrapa_LBA#39 (acesso GenBank - KM061456.1) depositada na Colecdo de Microrganismos
e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias, da Embrapa (Brasilia, DF). O indculo foi retira-
do de cultivo-mae mantido em crescimento em meio BG11 liquido em fotobiorreator, em tempera-
tura e aeragdo constantes (22 °C e 0,4 L/min., respectivamente), e fotoperiodo de 12 horas/12 horas.
Para o experimento 1, foram necessarios 9.600 mL de meio BG11 e 400 mL de indculo. Ja para o
experimento 2, 14.100 mL de meio e 900 mL de cultivo-mae. O primeiro teve duracdo de 22 dias
enquanto o segundo durou 21 dias.

Montagem dos experimentos

Comparagao entre MN e MA (experimento 1)

Para comparacdo de produtividade entre MA e MN, 10 L de cultivo de LBA 39+BG11 foram
distribuidos igualmente, 1 L para cada replicata, em cinco Erlenmeyers de MA e cinco modelos
de biorreatores novos (frasco Duran GL80 de 1 L) de MN. Os cultivos de MA foram mantidos em
crescimento sob luz branca (B) (lampada LED Tube 18W 865 T8 1850 Lumens Glass, Philips) com
fotoperiodo de 12 horas/12 horas e aera¢do por meio de bomba de aquario, e MN sob luzes branca
(lampada LED GreenPower TLED W 20W MB 220-240V, 50/60Hz, Philips) e colorida (B+C) (C4 Green
Power LED, C4 Biotecnologia), com fotoperiodo igual a MA, e aerac¢do de 0,4 L/min. realizada por
sistema de rotdmetros. Ambos foram mantidos na temperatura de 22 °C.

Comparacao de luzes de MN (experimento 2)

Nesse experimento, apenas os biorreatores de MN foram utilizados a fim de verificar quais
luzes utilizadas nos cultivos geram maior rendimento de biomassa. Para tanto, 15 L de cultivo de LBA
39+BG11 foram distribuidos igualmente entre 15 biorreatores Duran GL80 de 1 L, todos sendo man-
tidos sob as mesmas condi¢cdes de MN no experimento 1, exceto disposicao de luz: quintuplicatas
foram mantidas em crescimento sob luz B+C, outras cinco somente sob luz B e as demais somente
sob luz colorida (C).

Analises de crescimento por espectrofotometria, OD
manual e contagem bioldgica de células

As amostras dos experimentos foram analisadas em triplicata por meio de leitura, de 350 nm a
750 nm, no espectrofotdbmetro SpectraMax M2 da marca Molecular Devices, OD manual (Chlorella
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vulgaris) modelo BEH100, marca BuglLab e, exceto para o experimento 2, contagem bioldgica de cé-
lulas por microscopia eletrénica em Camara de Neubauer e programa Imagel, do National Institutes
of Health (NIH), as segundas-feiras, quartas-feiras e sextas-feiras.

Coleta da biomassa

Ap0s trés semanas de experimento, os cultivos foram transferidos para tubos de 800 mL e cen-
trifugados a 10.000 g por 5 min., com aceleracdo e desaceleragao iguais a 9, e temperatura de 15 °C
em centrifuga Hitachi. Ao término desse processo, os sobrenadantes foram descartados e os pellets
de cada réplica foram lavados com agua destilada, coletados e transferidos para tubos Falcon de
50 mL para entdo serem novamente centrifugados. Com os sobrenadantes tendo sido descartados
outra vez, as biomassas restantes foram congeladas em nitrogénio liquido e submetidas a liofiliza-
¢do para obtenc¢dao da massa seca. Por fim, essas massas foram pesadas em balancas de precisdo e
armazenadas em freezer comum.

Testes estatisticos

Para ambos os experimentos, foram utilizados os programas Excel e BioEstat 5.0, sendo que
para o primeiro foi feito teste T de Student, e, para o segundo, foram feitos ANOVA de um critério e
teste de Tukey. O nivel de significancia fixado foi de p < 0,05.

Resultados e discussao

O crescimento de microalgas pode ser influenciado por diversos fatores, como temperatura, pH,
disponibilidade de CO,, luminosidade e outros. Diante disso, os resultados apresentados a seguir de-
monstram como a influéncia ambiental, seja pelo modelo em que diferentes mddulos de cultivo foram
montados e comparados seja por diferencas de luzes, pode gerar resultados heterogéneos no rendi-
mento de biomassa.

Comparagao por curvas de crescimento

Visivelmente, ou seja, sem uso de microscopia, espectrofotometria e outros equipamentos de
analise, ao longo de 22 dias do experimento de comparacdo entre médulos, foi possivel observar in-
tensidades de coloracdo desiguais entre MA e MIN, com o primeiro apresentando tonalidade muito
mais clara que o segundo. Em contrapartida, isso ndao ocorreu com o segundo experimento, o que
inicialmente poderia sugerir que as diferentes luzes e combinacdes ndo geraram muitas diferencas
no crescimento da LBA 39 (Figura 1). Contudo, as curvas de crescimento e analises estatisticas de
ambos mostraram haver diferencas significativas (p < 0,05) entre os cultivos (Figura 2).

Experimento 1
R

Figura 1. Diferencas visiveis de coloracdo nos cultivos de LBA 39.

A imagem a esquerda foi tirada no 182 dia do experimento e mostra branco, quintuplicatas
de MN (verde-escuro) e quintuplicatas de MA (verde-claro). A direita, no 212 dia, é mostrada ho-
mogeneidade visual entre quintuplicatas tratadas com luz B, C+B e C, respectivamente. Todas as
réplicas foram analisadas em triplicata.
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Experimento 1 Experimento 2

Cunva de crescimento LBA 39 por absorbancia Curva de Crescimento LBA 39+BG11 por Aborsorbéncia em Luzes
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Figura 2. Curvas de crescimento de LBA 39 e perfil espectrofotométrico.

Curvas mostram médias de leitura de absorbancia das replicatas totais do dia 0 ao final,
com crescimento exponencial e inicio de fase de estabilizacdo da curva. Curvas montadas a
partir dos dados coletados por meio de OD manual e contagem de células também mostraram
resultados similares, com correlacdes superiores a 0,8 de 1. Além disso, tanto no primeiro ex-
perimento quanto no segundo, perfil espectrofotométrico e picos nas curvas condizem com
dados literarios disponiveis sobre faixa de absorcdo de luz de principais pigmentos produzidos
por microalgas, como clorofilas a e b, carotenoides, etc. Com isso, a partir do perfil observado
no experimento 1, pode-se pensar que, ao propiciar o aumento do rendimento de biomassa,
mais provavel é que também exista maior presenca de compostos de interesse associados a ela.

Rendimento de biomassa

A primeira vista, para o segundo experimento, era esperado que a luz C gerasse o maior
impacto positivo no crescimento da cepa. No entanto, ndo foi isso que ocorreu. B sozinha gerou
massa seca cerca de 10% maior que C, enquanto B+C de 20% a 30% maior que as médias de bio-
massa final das duas luzes quando utilizadas ndo combinadas. Enquanto isso, para o primeiro
experimento, era esperado que a biomassa de MN fosse superior a de MA. Essa superioridade
foi realmente observada (Figura 3). Valores de p mostraram diferencas significativas (p < 0,05)
em cada comparagao.
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Experimento 1 Experimento 2

Peso Liquido Biomassa Seca LBA 39 - MN e MA Peso Liquido Biomassa Seca LBA 39 + BG11 em Luzes
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Figura 3. Biomassa seca final de LBA 39.
Conclusao

O crescimento das microalgas foi analisado em relacao a diferentes condi¢des de cultivo. Diante
disso, os resultados apresentados demonstram a importancia de avaliar como as condi¢des ambien-
tais, como a luz, podem influenciar no comportamento e no crescimento desses microrganismos.
Assim, a partir deste estudo, também seria interessante avaliar como essas diferengas afetam a
qualidade das biomassas geradas.

Referéncias bibliograficas

CAMACHO, F.; MACEDO, A.; MALCATA, F. Potential industrial applications and commercialization of microalgae in the functional food and feed indus-
tries: a short review. Marine Drugs, v. 17, n. 6, p. 312, 2019. DOI: 10.3390/md17060312 .

LI, S.; LUO, S.; GUO, R. Efficiency of CO, fixation by microalgae in a closed raceway pond. Bioresource Technology, v. 136, p. 267-272, 2013. DOI:
10.1016/j.biortech.2013.03.025

RITCHIE, H.; ROSER, M.; ROSADO, P. CO, and greenhouse gas emissions, 2020. Disponivel em: https://ourworldindata.org/co2-and-greenhouse-gas-e-
missions. Acesso em: 01 ago. 2023.

BIOMASSAS


https://doi.org/10.3390/md17060312
https://doi.org/10.3390/md17060312
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.03.025
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.03.025

Medicao de qualidade de sementes de canola com
visao computacional e aprendizado de maquina
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Wellington Rangel dos Santos®, Rosana Falcdo?

Resumo

Produtos originados dos graos da canola, como dleo, farinha e biodiesel, sdo diretamente afe-
tados pela qualidade desses graos. O uso da tecnologia tem contribuido para a identificacdo dos
grdos impuros ou em estagios diferentes de maturidade. A visdo computacional em conjunto com
o aprendizado de maquina pode gerar ferramentas capazes de avaliar a qualidade das sementes de
forma ndo invasiva, sem destruir amostras e com baixo custo, uma vez que utiliza imagens digitais
como insumo. O presente estudo propde o uso de visdo computacional e aprendizado ndo super-
visionado de maquina para andlise de sementes de canola a partir de imagens digitais, com o ob-
jetivo de contar, identificar cada semente e calcular o percentual de grdos maduros. Os resultados
mostraram que o método K-Means pode ser usado para contar e identificar sementes de canola em
fotografias com alta precisdo. Na amostra, foram identificadas noventa e trés sementes maduras,
guatro verdes e trés secas.

Termos para indexagao: Python, Google Colaboratory, sementes de canola.

Introducao

A canola é uma planta oleaginosa que produz pequenas sementes de onde é extraido um éleo
com tracos inferiores a 2% de acido erucico e sem gordura trans. O processamento das sementes
para produzir o 6leo de cozinha e produtos alimenticios passa por processamento adicional de bran-
gueamento (Gaber et al., 2018), e a biomassa, com alto valor proteico, pode ser destinada como
torta para ragdo animal (<https://www.canolacouncil.org/about-canola/oil/#fact-and-fiction>). A
canola também é usada como matéria-prima para combustiveis renovaveis em diversas areas de
cultivo pelo Brasil (Tomm, 2007; Rocha et al., 2019; Silva, 2019). Fatores edafoclimaticos e fitossa-
nitdrios afetam a qualidade das sementes, o que interfere na qualidade dos subprodutos: dleo de
canola, farelo e farinha (Sabbahi et al., 2023). O uso de graos uniformes e dentro do padrdo suge-
rido pela Comissdao Canadense de Graos (Oilseeds Methods and Tests Used to Measure Quality —
2019, <https://grainscanada.gc.ca/en/grain-research/export-quality/oilseeds/methods-tests.html>)
e dentro das Regras para analise de sementes (RAS) do Ministério da Agricultura e Pecudria (Mapa)
(Brasil, 2009) visa a garantir a qualidade dos subprodutos da canola quando qualifica a densidade, o
tamanho e o estdgio de maturidade dos graos com o objetivo de manter, ou até aumentar, a quali-
dade, visando a boa produtividade (Amaral et al., 2012).

Tecnologias emergentes geram ferramentas cada vez mais rdpidas e precisas na tomada de
decisdo sobre a qualidade em lotes de sementes (Santana et al., 2022). Dentre essas tecnologias,
duas se destacam: visdo computacional e aprendizado de maquina. A visdo computacional vem
sendo utilizada em vdrias aplicaces na agricultura ja que analises em imagens reduzem custos e
evitam manipula¢Oes diretas das amostras. Algumas bibliotecas de programac¢dao em visao compu-
tacional se destacam, como KerasCV (https://github.com/keras-team/keras-cv), PlantCV (https://

! Cientista da computacdo, analista da Embrapa Agroenergia, wellington.santos@embrapa.br
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plantcv.readthedocs.io/) e OpenCV (https://opencv.org/). Esta ultima é a mais utilizada, com ampla
documentacdo e codigo aberto. O aprendizado de maquina amplia as aplica¢des baseadas em visao
computacional na medida em que a extracao de informa¢des em imagens pode ser submetida a
algoritmos capazes de encontrar padroes, detectar anomalias, classificar objetos e manipular inu-
meras variaveis ao mesmo tempo. Nesse campo, o algoritmo K-Means (MacQueen, 1967) é referén-
cia no aprendizado de mdaquina ndo supervisionado, ou seja, que nao precisa de dados histéricos.
K-Means é uma técnica de agrupamento de dados por K-médias em que, inicialmente, os grupos
sao formados em torno de um centro aleatério. Em seguida, os pontos de dados sdo ajustados ao
centro. A cada novo ponto, esse centro é revisado, até que a distancia entre elementos do mesmo
grupo seja minimizada e maximizada entre os grupos diferentes (Jin & Han, 2011). Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar se 0 método de agrupamentos (K-Means) pode ser capaz de con-
tar, identificar cada semente de canola em uma fotografia e calcular o percentual de graos maduros
contribuindo com a verificagcdo da qualidade da amostra.

Materiais e métodos

O material bioldgico foi coletado nos campos experimentais da Embrapa Agroenergia. As se-
mentes foram derramadas sobre a régua perfurada, coladas em papel adesivo transparente e esma-
gadas em folha pldstica transparente. A imagem principal foi obtida por digitalizacdo em Impressora
Samsung C 406x no formato JPEG e resolucdo 300dpi. Em seguida, foi editada para ter fundo trans-
parente e incluir sementes verdes e secas para obtermos uma heterogeneidade na imagem de teste
(Figura 1).

O software foi programado usando a linguagem Python (3.10.12) com os seguintes pacotes:
OpenCV (4.7.0.72), imutils (0.5.4), matplotlib (3.7.1), numpy (1.22.4), pandas (1.5.3), scikit-learn
(1.2.2). O ambiente de programacao foi o Google Colaboratory.
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Figura 1. Imagem de teste com amostras de sementes de canola esmagadas.

Resultados e discussao

Segmentacao, contagem e classificacao das sementes

Um sistema especialista foi desenvolvido em duas etapas para, primeiro, extrair cada se-
mente isoladamente da imagem de teste com o objetivo geral de contar sementes em uma ima-
gem. Em seguida, comparar cada semente segmentada com as demais a partir de suas cores mais
determinantes.

A ferramenta computacional que identifica e conta a quantidade de sementes presentes na
imagem foi construida usando pacotes de softwares livres e, principalmente, a biblioteca OpenCV.
Esse pacote foi escolhido por ser referéncia em visdo computacional em sistemas cédigo aberto,
com vasta documentacdo, estavel e de comunidade ativa na manutencao do cddigo-fonte. A ima-
gem de teste (Figura 1) foi, primeiramente, convertida para escala cinza com a fungao cvtColor()
(Figura 2a), para, em seguida, ser convertida em uma imagem bindria, isto é, reduzindo tons de
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cinza em preto e branco. (Figura 2b). A partir das fun¢des getStructuringElement() e morphologyEx()
(Figura 2c), foram determinados quais os pixels relevantes e usados para fechar pequenos orificios
dentro dos objetos.

Figura 2. Imagem de teste ap6s as primeiras etapas: (a) transformagdo em tons de cinza.
(b) processo de binarizagdo. (c) fechamento da imagem.

Com a imagem, agora simplificada, foi aplicada uma funcdo cvFindContours() para encontrar
todos os contornos existentes em uma imagem bindria. Os contornos sao as bordas externas de
objetos presentes na imagem e sdo Uteis em tarefas como detecc¢do de bordas, reconhecimento de
formas e contagem de objetos. O numero de contornos encontrados se aproxima da quantidade
de sementes presentes na imagem, exceto quando hd pequenos objetos originados por ruidos na
imagem. Nesse caso, foram descartados contornos com dimensdes irrelevantes com o auxilio da
fungdo boundingRect(), que é usada para criar um retangulo aproximado em torno de uma area de
interesse. Com isso, o numero de sementes na imagem pode ser calculado. Adicionalmente, cada
semente foi segmentada e exportada como um arquivo de imagem no formato PNG isoladamente.
O tamanho médio resultante foi de 35 KB, com dimensdes de, aproximadamente, 120 pixels x 110
pixels. Para a classificacdo das sementes, o algoritmo de agrupamento K-Means foi utilizado para
destacar as dez principais cores de cada semente (Figura 3).

N
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Figura 3. Trés amostras de sementes e suas dez cores mais significativas.

O préximo passo foi calcular a média de cores de cada semente desconsiderando a cor branca.
Essa cor foi comum a todas as amostras, mas com diferentes percentuais de ocorréncia, podendo
causar uma distor¢cdo na comparacado entre sementes. Pelo padrdo de cores RGB, cada cor é forma-
da por trés valores de Vermelho (R), Verde (G) e Azul (B) limitados de 0 a 255. Calculou-se a média
de cada canal RGB separadamente, resultando em uma Unica cor para casa semente. O resultado
dessa operacdo foi uma tabela com cada semente e sua cor determinante (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplo de trés sementes e sua média das cores mais determinantes.

1 176 123 60 [ ]
42 154 105 55 [ ]
50 180 124 60 [ ]
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O ultimo passo foi o agrupamento das sementes a partir da cor determinante obtida na etapa
anterior. Para isso, novamente, foi aplicada a técnica de agrupamento K-Means agrupado em grupos
de sementes mais semelhantes a partir de suas cores. A amostra de sementes foi separada em quatro

agrupamentos (Figura 4) como produto do K-Means. Esse resultado demonstrou que houve diferengas
entre os grupos.

Figura 4. Grafico de componentes principais (PCA) dos quatro agrupamentos de sementes.

No total, foram contadas 100 sementes. Dessas, trés foram identificadas como do tipo “secas”;
guatro, como do tipo “verdes”; e 93, “maduras” (Figura 5). Essas ultimas foram distribuidas em dois
agrupamentos indicando que houve diferencas na relacao entre cores da casca e da polpa apesar de
estarem no mesmo grau de maturidade.
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Figura 5. Imagem gerada pelo software com a identificagdo e classificagao
das sementes de acordo com os agrupamentos encontrados.

Considerando que as sementes maduras sdo as que podem apresentar maior produtividade,
essa amostra contém 93% desse tipo de sementes. Essa ferramenta, embarcada em aparelhos celu-
lares, pode auxiliar 6rgaos de controle de qualidade na inspecdo de lotes de sementes comerciais.
Produtores também podem se beneficiar, avaliando lotes de sementes no momento da aquisicao
e até mesmo antes do plantio. Na fase da colheita, as plantas estardo prontas para serem colhidas
quando hd mudancas de coloracdo dos graos, do verde para a cor marrom (Embrapa, 2022). Assim,
pode-se estender essa técnica para avaliar o ponto de maturacdo natural de grdos sem o esmaga-
mento, tornando o processo ndo destrutivo, com menor custo e maior precisao. Finalmente, essa
solucdo pode ser ampliada para inferir o percentual do teor de éleo e de proteinas de amostras de
sementes esmagadas, avaliando ndo somente a cor da casca, mas também seu interior.



Conclusao

Esse resultado mostrou que o algoritmo K-Means associado a analises de cores em imagens
pode ser aplicado para identificar sementes de tipos diferentes em uma fotografia digital. Foram
contadas 100 sementes, com o percentual 93% maduras. Estudos posteriores serdo necessarios
para medir o desempenho em amostras com sementes mais heterogéneas, com sementes sobre-
postas e com imagens de menor qualidade.
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Producao de biogas de efluente da
industria de dleo de palma
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Resumo

O efluente da industria de dleo de palma (EIOP) tem ganhado destaque no meio cientifico
como uma fonte de energia renovavel para a producdo de biogas. Nesse contexto, o objetivo do
trabalho foi avaliar o desempenho de um reator de regime semicontinuo, utilizando o EIOP como
substrato para a producdo de biogdas. Para isso, foi utilizado um reator de mistura completa com
volume util de 3,5 litros que recebeu diariamente uma carga organica volumétrica de 0,16 g SV/L.d
de EIOP, operando em temperatura mesofilica (37 °C). Como principais resultados, a producao volu-
métrica de biogas foi de 0,037+0,015 L biogds/L reator/dia, com teor de metano entre 63% e 68%
e média de remocdo de DQO de 55,4%. Observou-se que o sistema de digestdo nao foi estavel ao
longo do ensaio por causa da caracteristica de acidez do EIOP (pH = 4,8), que reduziu a alcalinidade
total no reator. Apesar disso, o EIOP ainda tem potencial para producdo de biogas, desde que seja
feita a correcdo do pH, antes de ser adicionado no reator, ou a codigestdo com outros residuos que
promovam o equilibrio do sistema.

Termos para indexagdo: digestdo anaerdbia, regime semicontinuo, metano.

Introducgao

A extracdo de 6leo de palma (dendé) é uma atividade de grande importancia no Pais e vem
crescendo ao longo dos ultimos 20 anos. No Brasil, por volta de 236 mil hectares sdo utilizados
para a plantacdo da palma, sendo o Parad o estado com maior area plantada (88%) no ano de 2018
(Ahmed et al., 2015). O processo de extracao do éleo inclui varias etapas, que vao desde a esteriliza-
cdo dos cachos do fruto (dendé) até a clarificacdo e a purificacdo do éleo, para gerar como produto
final o 6leo de dendé encontrado no mercado (American Public Health Association, 2005).

Contudo, a producao industrial do dleo gera grande quantidade de efluentes que, se nao trata-
dos adequadamente, representam riscos ao meio ambiente. No caso especifico, a cada tonelada de
cachos de frutos frescos processado, sdo produzidos de 0,5 m3 a 0,79 m® de efluente (Brasil, 2018).
Como caracteristica principal, esse efluente possui uma alta demanda quimica de oxigénio (DQO
até 50.000 mg/L), que deve ser reduzida por processos bioldgicos em sistemas de tratamento de
efluentes (American Public Health Association, 2005). Entre os varios métodos de tratamento do
efluente, a digestao anaerdbia é relativamente mais vantajosa por ter maior eficacia no tratamento
e pela recuperacao energética com o aproveitamento do biogas. O biogas é uma fonte de energia
renovavel, composto principalmente por metano e diéxido de carbono, e pode ser utilizado para
gerar energia térmica, elétrica ou como combustivel veicular (Choong et al., 2018).
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Logo, o desenvolvimento de projetos que visam ao uso do efluente da industria de 6leo de
palma para a producdo de biogas vai ao encontro das premissas do desenvolvimento sustentdvel,
que busca mitigar os impactos ambientais atuais e promover o desenvolvimento de métodos e
tecnologias sustentaveis para a geragdo futura. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar os para-
metros de monitoramento da monodigestdo do efluente da industria de 6leo de palma, em reator
anaerdbio de regime semicontinuo, para a producdo de biogas.

Materiais e métodos

Caracterizagao do indculo e substrato

O indéculo utilizado no presente estudo foi retirado de um reator anaerdbio préprio para en-
saios de digestdo anaerdbia, contendo 80% de digestato de biodigestor suino e 20% de dejeto bruto
bovino (m/m). O reator estava em operagdo ha 200 dias, sendo mantido em temperatura mesofilica
(37 °C) e agitacdo intermitente. Para garantir a atividade microbiolégica, o indculo recebeu uma
alimenta¢do semanal com carga organica volumétrica de 0,16 g sélidos volateis/Litro de reator/dia,
contendo fuba de milho (10%), proteina de soja (4%), 6leo vegetal (3%) e dgua destilada (83%).

J4 o efluente da industria de 6leo de palma (EIOP) foi coletado de uma industria localizada na
regido Nordeste do Brasil. O ponto de coleta foi da lagoa de equalizacdo que recebe a dgua residuaria
do processo de clarificacdo do 6leo, da esterilizacdo dos cachos do fruto fresco e do processo de de-
capagem dos cachos e digestdo do 6leo. O armazenamento foi feito em bombonas de plastico, que
foram mantidas em camara fria a -20 °C para evitar a degradacdo do substrato por microrganismos.

O indculo e o substrato foram caracterizados para quantificar o teor de sélidos totais (ST), séli-
dos volateis (SV), pH e demanda quimica de oxigénio (DQO), de acordo com a metodologia descrita
no American Public Health Association (2005).

Monitoramento e producao de biogas em reatores de regime semicontinuo

Para avaliar a producdao de biogds utilizando o EIOP como substrato, optou-se pelo uso de
um reator de mistura completa (Marca Eppendorf) com volume util de 3,5 L, agitacdo constante
(100 rpm) e temperatura mesofilica (37 °C). Para a alimentacdo do reator com EIOP, foi calculada
uma carga organica volumétrica (COV) de 0,16 g SV/L.d, sendo adicionada dgua destilada para ga-
rantir o tempo de retenc¢ado hidraulica de 120 dias e uma vazao de entrada de 29 mL por dia. A esco-
Iha da COV abaixo do valor reportado pela literatura (minimo de 0,5 g SV/L.d) (Choong et al., 2018),
foi feita para evitar problemas de acidificacao do reator logo nos primeiros dias de ensaio.

A guantificacdo do volume de biogas foi realizada por meio de um tubo eudiémetro acoplado
a saida do reator, contendo uma solugdo barreira (pH = 2,0) que se desloca verticalmente a medida
gue o biogas passa pelo tubo. O volume de biogas foi quantificado diariamente e corrigido confor-
me as condi¢cdes normais de temperatura e pressdao (CNTP). A composicao do biogas foi realizada
pelo método de cromatografia gasosa para obter o teor de metano (CH,) e dioxido de carbono
(CO,), sendo, posteriormente, calculado o teor de metano seco. O cromatografo (marca Shimadzu
GC-2014) possui duas linhas TCD a 180 °C com injecdo manual e loop a 150 °C. A primeira linha
possui uma coluna Porapak N 2 m x 3 mm com fluxo de 35 mL/min e gas hélio como gés de arraste.
Ja a segunda linha opera com uma coluna Carboxen 1000 4,6 m x 2,1 mm, fluxo de 45 mL/min e
gas nitrogénio como gas de arraste. O monitoramento do reator foi realizado pelas analises de pH,
DQO (Edwiges et al., 2018) e alcalinidade total (Holliger et al., 2016) do efluente, sendo calculada a
eficiéncia de remoc¢do da matéria organica pelo valor de DQO.
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Resultados e discussao

Caracterizagao fisico-quimica do indculo e substrato

Oteorde ST e SVdoindculo foide 1,7% e 65,9% (% base seca), respectivamente, e o valor de pH
foide 7,8 £ 0,1, o que indica boa qualidade do indculo para ensaios de producdo de biogas (Kunz et
al., 2019). Quanto a caracterizacdo do substrato (EIOP), o teor de ST e SV foi de 10,4% e 92,6 (%bs),
respectivamente, sendo o teor de ST préximo ao valor reportado por Ahmed et al. (2015) de 11,4%
(American Public Health Association, 2005). O baixo valor de pH (4,8 + 0,2) foi um ponto negativo
para o tratamento via digestdo anaerdbia, visto que os microrganismos metanogénicos atuam em
uma faixa restrita de 6,8—7,5 (Ripley et al., 1986). Contudo, alguns estudos relataram a capacidade
do inéculo de manter a producdo de biogds com alguns substratos dcidos por um periodo de tempo,
visto que os microrganismos criam mecanismos para se adaptar ao meio (Wadchasit et al., 2021).

Por fim, o valor de DQO do EIOP sem a adi¢do de agua foi 175.972 + 1.082 mg/L, indicando alta
quantidade de matéria organica quando comparado ao inéculo (16.511 + 1.430 mg/L). Contudo,
ao adicionar agua para reduzir o TRH do ensaio e manter uma COV de 0,16 g SV/L.d, o valor da
DQO caiu para 31.011 + 1.502 mg/L, enquanto o pH subiu para 4,8. Esses valores estdo dentro da
faixa encontrada na literatura, sendo de 15.000 mg/L—180.000 mg/L para DQO e 3,4-5,2 para o pH
(Wongfaed et al., 2020).

Producao de biogas em reator anaerdbio de regime semicontinuo

O reator foi operado por 51 dias, e as curvas de produc¢do de biogas indicam instabilidade no
processo de digestdo anaerdbia, com produtividade média de 0,037 + 0,015 L biogas/L reator/dia e
coeficiente de variagdo de 39% (Figura 1). Portanto, observou-se que o indculo estava consumindo a
matéria organica até o quinto dia (pico de 0,062 L biogds/L), mas ap6s esse periodo, ndo suportou a
quantidade de matéria organica adicionada, apesar de a COV estar abaixo do sugerido pela literatura
(0,5 g SV/L.d) (Choong et al., 2018). As fases de aclimatagdo e inicializacdo sdo cruciais para o sucesso
de um sistema de digestdo anaerdbia, visto que o inéculo deve ser pré-aclimatado ao ambiente com a
temperatura de operacdo e tipo de substrato, para que o consdrcio microbiano tenha tempo suficien-
te para se adaptar ao novo ambiente (Ripley et al., 1986). No entanto, a aclimatagdo com o substrato
antes do ensaio (periodo de sete dias) ndo ocorreu no presente estudo e pode ter sido um dos motivos
para a instabilidade da producdo de biogas.
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Figura 1. Producdo volumétrica e especifica de biogds do EIOP.

A média da produtividade especifica de biogas foi de 0,23 + 0,09 LN biogas/kg SV, com maior
valor obtido no quinto dia de ensaio (0,389 LN biogas/kg SV) e teor de metano seco de 68,4 + 0,2%,
o que indica a presenca de microrganismos metanogénicos. Contudo, observou-se que a produtivi-
dade e o teor de metano reduziram ao longo do ensaio, chegando a 0,0350 L, biogas/kg SV e 63,5
+ 0,1% no 472 dia. Alguns acidos que compdem o EIOP, como dacidos palmitico, oleico e estearico,
sdo considerados 6timos substratos para a producdo de metano, mas que, em grande quantidade,
podem ser tdxicos para os microrganismos metanogénicos e acetogénicos (Wongfaed et al., 2020).

O pH variou entre 7,3 e 7,9 e, em alguns momentos, ultrapassou o limite maximo para um
processo ideal de digestdo anaerébia (6,8-7,8) (Ripley et al., 1986). Quanto a alcalinidade total,
houve uma diminuicdo ao longo do ensaio, com maior valor obtido na primeira semana (4.382 mg
CaCO,/L) e menor valor obtido na dltima semana (3.125 mg CaCO,/L). Embora o valor esteja dentro
da faixa relatada na literatura (2.500 mg/L—5.000 mg/L) (Kunz et al., 2019), esse declinio indica con-
sumo de alcalinidade no processo, principalmente na forma de carbonato e bicarbonato de calcio,
em razdo da acidez do EIOP (pH = 4,8). Portanto, a caracteristica do substrato afetou drasticamente
a capacidade dos microrganismos de tamponar o sistema, visto que eles convertem os acidos em
biogas enquanto o pH se mantém proximo da neutralidade (Choong et al., 2018).

Quanto a eficiéncia de remoc¢dao da DQO, a média encontrada no estudo foi de 55,9 + 6,7%
com CV de 12% (Figura 2). Ao se comparar esse valor com os dados encontrados na literatura,
observou-se que a eficiéncia de remocao estd abaixo do esperado para um bom processo de
digestdo anaerdbia em reatores de mistura completa (63,5%—93,6%) (American Public Health
Association, 2005). Entretanto, foram identificados valores de remog¢do acima de 60%, sendo obti-
do o maior valor no 122 dia, com 69,8%. Apesar da instabilidade do processo, os microrganismos
consumiram a matéria organica presente no EIOP, mantendo uma taxa de remogdo acima de 60%
para treze pontos durante o ensaio.
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Figura 2. Eficiéncia de remogdo da demanda quimica de oxigénio do processo.

Portanto, o sistema de digestdo anaerdbia com EIOP requer baixa taxa de carga organica e
tempo de retencdo hidrdulica longo (40 dias—60 dias) em razao da dificuldade dos microrganismos
de digerir lipidios e acidos graxos de cadeia longa (Wongfaed et al., 2020). A codigestdo é uma alter-
nativa para suprir a demanda e equilibrar o sistema, podendo incluir residuos da prépria industria,
como os cachos vazios do fruto dendé (Brasil, 2018). Além disso, a correcao do pH do EIOP antes de
adiciona-lo nos reatores também é uma maneira de reduzir a instabilidade do processo, garantindo
o efeito tampao dentro do reator.

Conclusao

A digestdo anaerdbia é uma opcdo atraente para tratar o EIOP. Porém, é necessario monitorar
os parametros fisico-quimicos do processo. No estudo, a produgdo volumétrica de biogas do EIOP
foi, em media, 0,037 £ 0,015 L biogas/L reator/dia e indicou instabilidade do processo de digestdo
anaerdbia por causa da variacdo do volume produzido diariamente (CV = 39%). Um dos motivos
dessa instabilidade é a presenca de acidos na composicdo do substrato (pH = 4,8), que impacta dire-
tamente na alcalinidade total do processo e na remocdo da matéria organica pelos microrganismos
(média de remocdo de DQO = 55,9%). Além disso, a queda do teor de metano seco de 68,4% para
63,5% indica que o pH do substrato precisa ser corrigido antes de ser adicionado ao reator, para que
0s microrganismos metanogénicos possam converter os acidos em metano.
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Producao de dleo e proteina de canola
cultivada no Cerrado brasileiro
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Resumo

A canola tem potencial para ser uma cultura de safrinha no Cerrado brasileiro, aumentando a
oferta de produtos para o crescente mercado de éleos vegetais. Nesse sentido, foram avaliados os
teores de 6leo e proteina e foram calculados os rendimentos de trés hibridos de canola, Diamond,
Nuola 300 e Hyola 433, cultivados em dois sistemas de producdo: sequeiro e irrigado. Os teores de
Oleo variaram entre 23,8% e 42,0%, enquanto os de proteina ficaram entre 18% e 29% (m/m). O
rendimento médio de déleo no sistema sequeiro foi de 684,2 kg/ha, enquanto no sistema irrigado foi
63% superior, atingindo 1.115,9 kg/ha. Ja o indice de proteina no sequeiro foi de 387,5 kg/ha e no
irrigado foi de 738,5 kg/ha. O maior rendimento no sistema irrigado se deve ao potencial produtivo
dessas cultivares em condi¢des de maior disponibilidade hidrica, o que demonstra a necessidade do
desenvolvimento de cultivares adaptadas e de alto rendimento para as diferentes condi¢Ges edafo-
climaticas dos biomas brasileiros.

Termos para indexagao: Brassica napus L., tropicalizagdo, rendimento.

Introducgao

A canola (Brassica napus L.) apresenta uma nova op¢do para a safrinha no cenario produtivo
do Centro-Oeste brasileiro. O nome “canola” é uma abrevia¢do de canadian oil low acid (6leo ca-
nadense de baixa acidez), e suas sementes foram obtidas por meio de melhoramento genético das
espécies Brassica napus e Brassica rapa. As cultivares de canola sdo caracterizadas por possuirem
baixo teor de acido erucico e glicosinolatos, e apresentam diferencas quimicas, fisicas e nutricionais
significativas em relacdo a planta original de colza (FRANKE et al., 2010).

A relevancia do cultivo da canola reside em seu alto teor de 6leo e proteina nos graos, o que
a torna importante no mercado de éleo vegetal comestivel e na produgao de biocombustiveis, além
do farelo proteico para nutricdo animal (Di Lena et al., 2021). Outro fator muito importante dentro
do agronegécio brasileiro é a possibilidade do seu cultivo em safrinha, como alternativa as culturas
tradicionalmente produzidas nessa época, sobretudo o milho. O crescimento da produ¢ao mundial de
canola tem sido viabilizado por meio do desenvolvimento de cultivares a partir de estudos de melho-
ramento genético (Di Lena et al., 2021). Inicialmente trabalhada para cultivo em regides temperadas,
foi introduzida no Brasil, comegando pelo Rio Grande do Sul. No entanto, a crescente importancia da
canola no mercado de alimentos e biocombustiveis tem impulsionado a pesquisa para desenvolver
novas variedades capazes de se adaptar a climas com temperaturas mais elevadas e restri¢cdo hidrica
(Aslam et al., 2009), como as areas de Cerrado no Brasil (Fairhurst et al., 2022).
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A safrinha possibilita a intensificacdo sustentdvel em dreas ja destinadas a agricultura, redu-
zindo a pressao sobre florestas naturais e incentivando a conversdo de pastagens degradadas para
produc¢do, com baixo impacto ambiental e ganhos em descarbonizacdo dos sistemas produtivos.

A introducdo da cultura em baixas latitudes (entre -6°e -15°), em clima tropical, é uma iniciativa
pioneira no Brasil. Nesse contexto, sdo apresentados os primeiros resultados obtidos nas avaliacdes em
escala de produtor rural, com foco na determinacdo do teor de 6leo e proteina e nos respectivos rendi-
mentos por area de cultivares de canola cultivadas no Cerrado em sistemas de sequeiro e irrigado.

Materiais e métodos

Experimentos de campo

Trés cultivares de canola comercial, Diamond e Nuola 300, da empresa Nussed, e Hyola 433,
da empresa Advanta, foram plantadas em cinco propriedades de produtores rurais associados a
Cooperativa Agricola do Rio Preto (COARP), em Planaltina, DF. O plantio da canola foi realizado no
periodo de fevereiro a abril de 2021, no sistema de cultivo sequeiro em cinco propriedades rurais, e
no sistema de cultivo irrigado em duas propriedades rurais. O delineamento experimental foi total-
mente casualizado com quatro repeticdes de cada cultivar em cada uma das diferentes proprieda-
des parceiras e para cada sistema de producao, totalizando 84 parcelas, sendo 87 ha em sequeiro e
19 ha sob irrigacdo. Foram realizados tratos culturais fitossanitarios e para controle de plantas inva-
soras. Apds a colheita, os graos foram separados, pesados e armazenados a -18 °C até a realizacdo
das anadlises quimicas. A produtividade de grdos foi obtida por meio de extrapolacdo do rendimento
total em cada parcela experimental para 1 hectare.

Caracterizagoes dos graos

Determinagao de umidade

A determinacdo de umidade foi realizada pelo método gravimétrico em estufa a 105 + 3 °C, com
circulacdo de ar, por 24 horas, conforme as Regras para Analise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009).

Determinagdo do teor de 6leo nos graos

O ensaio foi realizado de acordo com as determinagées da AOCS Am 5-04 (AOCS, 2017) na qual
determina-se o teor de dleo presente no grao utilizando o equipamento ANKOM XT15 e bolsa de
filtro ANKOM XT4. A extracao é realizada com éter de petréleo em condi¢des de elevada pressao e
temperatura. Os resultados foram expressos em teor de dleo (% m/m) em base Umida.

Determinagao do teor de proteina

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de combustdo de acordo com o método
AOCS Ba 4e-93: Método de Combustao Genérico para Proteina Bruta (AOCS, 2017), utilizando o teor
de nitrogénio total, com fator de conversao de 6,25. Os resultados foram expressos em teor de pro-
teina (% m/m) em base Umida.

Rendimento por area

O rendimento de dleo e de proteina por area expressa a massa total de éleo e de proteina por
area cultivada (quilo/dleo ou proteina/ha) e foi determinado por meio da multiplicacdo do teor de
6leo e do teor de proteina pelo total da massa de graos produzida em 1 hectare.
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Resultados e discussao

Os principais fatores que afetam a qualidade do grdo da canola no armazenamento sdo umida-
de, temperatura, bolores e presenca de grdos verdes. Recomenda-se o armazenamento dos graos
de canola com teor de agua menor que 8% (m/m).

Os valores médios de umidade das trés cultivares plantadas nos cinco produtores e nos dois
sistemas de producdo (sequeiro e irrigado) estdo apresentados na Tabela 1. Todas as cultivares
produzidas na safra 2021 apresentaram umidade abaixo de 10% (m/m), indicando um bom manejo
dos produtores na colheita da canola. Para cultivos e comercializacgdo em maior escala, graos com
umidade acima de 8% deverao passar por processo de secagem.

Tabela 1. Umidade de cultivares de canola plantadas por cinco produtores em dois sistemas.

Produtor 1 52402 6,2+0,7 59+0,1
Produtor 2 49+0,3 7,6+0,5 6,7+0,9
Produtor 3 75+1,7 6,7+ 1,0 6,3+0,1
Produtor 4 6,8+0,2 89+0,8 7,0£0,2
Produtor 5 5,7+0,2 6,2+0,1 59+0,1
Média 6,011 7111 6,405
Produtor 1 4,4+0,3 3,7+0,2 53+0,6
Produtor 2 8,1+1,0 5,7+0,1 6,4+0,1
Média 6,326 47+1,4 5,9:0,8

O teor de 6leo no grao de canola varia de 35% a 50% (Secchi et al., 2022). No entanto, no Brasil,
a faixa comumente encontrada é inferior, ficando entre 34% e 40% (Tomm, 2007). No presente tra-
balho, foram observados teores entre 23,8% e 42% de d6leo (Tabela 2). Deve-se informar que o teor
de 23,8% observado na cultivar Diamond provavelmente é reflexo da forte restricao hidrica ocorrida
durante o cultivo da canola nessa area especifica e, portanto, ndo reflete um dado compativel com
0 acumulo esperado.

Tabela 2. Teor de dleo e proteina em base Umida de cultivares de canola
produzidas na safra 2021 na regido de Cerrado (Planaltina, DF).

Produtor1 38,1+1,3 22,70+0,6 36,8+25 2588+0,3 39,1+17  2562+1,9
Produtor2 40,5+52 20,28+2,1 238+4,6 2648+20 330+28 27,18+1,1
Produtor3 453431 1847+26 420+1,1 2005+11 408+17 2127+19
32,3+1,5 2555+1,6 30,6+23 29,78+0,5 31,7+2,8 2899+14
36,1+0,9 24,84+21 342+0,8 24,90+12 373+09 2502+12
Média* 37,5+3,4 2239+3,0 359+48 2555+4,0 36,3+3,9 2562+28

Continua...

Produtor 4
Produtor 5
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Tabela 2. Continuagao.

Produtorl 39,2+34 2194+18 40,6+15 2397+16 387+10 22,16+0,79
Produtor2 40,5+2,1 21,27+0,9 380+1,8 21,76+1,1 38,4%04 23,41+0,8
Média 39,5+0,9 21,61+0,5 393+1,8 22,87%+16 385%0,8 22,79+0,9

*A média calculada ndo inclui os dados do produtor 2 para a cultivar Diamond.

Das trés cultivares, a Nuola 300 apresentou uma tendéncia de maior teor de dleo nos dois sis-
temas de cultivo. A maior oferta de agua dada pela irrigacdo resultou no incremento da proporcao
de 6leo dela em detrimento da proteina (Tabela 3). Portanto, houve uma interacdo do gendtipo com
0 ambiente para a expressao do acimulo dos materiais de reserva no grdo de canola nas condic¢des
experimentais.

Os teores de proteina da canola ja descritos para cultivos na regido Sul do Brasil estdo entre
24% e 27% (Tomm et al., 2009). Nos experimentos realizados no ambiente de Cerrado, a variagdo
observada foi mais ampla, ficando entre 18% e 29% (Tabela 2), com média geral de 23,2 + 1,4%.
Observou-se uma relacdo inversa entre os teores de proteina e 6leo (Tabela 2).

Os resultados médios de produtividade de cada cultivar, em ambos os sistemas de producdo
(sequeiro e irrigado), juntamente com os respectivos rendimentos (massa total de cada componen-
te por hectare) estdo compilados na Figura 1.
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Nuola 300 Diamond Hyola 433 Nuola 300 Diamond Hyola 433

Figura 1. Produtividade de graos e rendimentos de dleo e proteina em cultivares de canola cultivadas
no Cerrado, safra 2021 (Planaltina, DF).

O rendimento médio de dleo no sistema sequeiro foi de 684,2 kg/ha, enquanto no irrigado foi
63% superior, atingindo 1.115,9 kg/ha. O maior rendimento em dleo no sistema irrigado deveu-se
tanto ao maior teor de 6leo quanto a maior produtividade de graos, expressando o potencial produ-
tivo dessas cultivares em condi¢des de maior disponibilidade hidrica (Figura 1). A cultivar Nuola 300
rendeu mais 6leo por hectare em razdao da maior produtividade e do maior teor de 6leo no grao, para
ambos os sistemas de cultivo (Figura 1). O rendimento de éleo/ha da Nuola 300 superou em 15% e
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22% as cultivares Diamond e Hyola 433 em sequeiro e no irrigado 3% e 30%, respectivamente. No sis-
tema de plantio irrigado, as cultivares Diamond e Nuola 300 responderam melhor a irrigacdo, obtendo
maiores rendimentos de 6leo/ha (Tabela 2).

Em termos de rendimento de proteina por area, a cultivar Nuola 300 teve o maior potencial de
producdo em razdo da sua maior produtividade em graos em sequeiro e irrigado, mesmo tendo teor
de proteina inferior em sequeiro em relacdo a Diamond e Hyola 433 (Figura 1).

Comparando-se com a soja, principal commodity agricola do Brasil, a canola demonstrou po-
tencial como uma alternativa oleaginosa em condi¢bes de cultivo no Cerrado em safrinha. A soja
produzida como cultura de safra de verdao contém cerca de 40% de proteina e 20% de 6leo, com
produtividade média de 3.560 kg/ha no Centro-Oeste. Isso resulta em aproximadamente 1.424 kg
de proteina/ha e 712 kg de éleo/ha (Companhia Nacional de Abastecimento, 2022). As cultivares
avaliadas, mesmo ndo sendo especificas para o cerrado e produzidas em sistemas ainda ndo bem
estabelecidos, demonstraram que a canola em safrinha tem potencial para contribuir na maior ofer-
ta de 6leos e proteinas, somando-se a soja, que é cultivada como safra principal. Portanto, a canola
poderd representar uma alternativa viavel para diversificagdo da matriz produtiva na regido tropical
do Brasil.

Conclusao

Andlises do plantio de canola na safrinha de 2021 mostraram potencial para sua introducao
no Cerrado brasileiro. A suplementacdo hidrica demonstrou ser bastante efetiva para o incremento
da producdo em todas as cultivares. Destaque para a cultivar Nuola 300, com maiores produtivi-
dades e teor de dleo, alcancando 2.036 kg/ha em sequeiro e 3.433 kg/ha em condig¢des irrigadas,
e rendimentos de 6leo de 781 kg/ha e de 1.283 kg/ha, e de proteina de 449 kg/ha e 734 kg/ha,
respectivamente.
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Quantificacao e caracterizacao de dleos
de canola, carinata e crambe produzidos
no Centro-Oeste brasileiro
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Resumo

As oleaginosas da familia Brassicaceae, como canola (Brassica napus), carinata (Brassica carina-
ta) e crambe (Crambe abyssinica), apresentam alto teor de éleo e composicdes de acidos graxos que
tém atraido o interesse de diferentes segmentos industriais. O cultivo dessas espécies no Cerrado,
em safrinha, é uma alternativa para a rotacdo de culturas e diversificacdo da matriz produtiva do
Brasil na oferta de dleos vegetais. Este trabalho teve como objetivo quantificar e caracterizar os
6leos dessas trés espécies a partir de graos produzidos na regido de Cerrado, em safrinha. Os ma-
teriais de canola Nuola 300, de carinata e de crambe variedade FMS 1 Brilhante foram produzidos
em Planaltina, DF, de margo a junho, na safra de 2022, e seus teores de dleo foram determinados
pelo método de Ankom. Os 6leos foram caracterizados quanto ao perfil de acidos graxos, acidez e
estabilidade oxidativa. A canola apresentou 37,4% de 6leo, sendo composto majoritariamente de
acido oleico (62,1%); a carinata teve 35,4% de 6leo e 42,1% de acido erdcico; e o crambe apresentou
35,13% de 6leo e 56,3% de acido erucico. A maior estabilidade oxidativa foi observada no éleo de
crambe, que teve 25,5 horas, seguido da carinata, 9,6 horas, e da canola, 8,7 horas. Todos os éleos
apresentaram baixa acidez: 6leo de canola, 0,6%; 6leo de crambe, 0,42%; 6leo de carinata, 0,21%.

Termos para indexacgdo: 6leos vegetais, teor de dleo, perfil de dcidos graxos, brassicas, Cerrado.

Introducgao

As espécies oleaginosas canola (Brassica napus), carinata (Brassica carinata) e crambe (Crambe
abyssinica) pertencem a familia Brassicaceae e caracterizam-se pelo ciclo de producdo curto, o
gue permite seu cultivo em safrinha. Para o cendrio de aumento de demanda de déleos vegetais,
impulsionado sobretudo pelo mercado de biocombustiveis, essas espécies podem contribuir para
aumentar a oferta dessa matéria-prima, além de trazerem mais op¢Oes aos agricultores que estado
concentrados na producdo do milho na safrinha. Outro aspecto que deve ser salientado é a introdu-
cdo dessas espécies para o cultivo em areas de Cerrado, a chamada tropicalizacdo, que leva a inten-
sificacdo do uso de areas ja antropizadas, evitando a mudanca do uso do solo.

O ¢dleo extraido da canola é rico em acido oleico e seu uso é consolidado em diversos segmen-
tos industriais, como o alimenticio e de biocombustiveis. Os 6leos de carinata e crambe ndo sdo
comestiveis, por possuirem altas proporgdes de acido erdcico em sua composicao, sendo utilizados
nas industrias farmacéutica e de biolubrificantes. O segmento de biocombustiveis para a producao
de biodiesel, diesel verde e combustivel sustentavel de aviacdo pode ser também um importante
consumidor desses 6leos.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo determinar o teor e caracterizar alguns
aspectos quimicos dos 6leos de canola, carinata e crambe cultivados no ambiente de Cerrado.
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Materiais e métodos

Os materiais de canola e carinata avaliados s3o provenientes de graos de experimentos em campo
realizados na Embrapa Cerrados (Planaltina, DF), na safrinha de 2023. Avaliaram-se a cultivar de ca-
nola Nuola 300 e uma cultivar ndo identificada de carinata. O cambre foi fornecido pela Cooperativa
Agricola do Rio Preto (COARP) a partir do cultivo da variedade FMS Brilhante. Os cultivos ocorreram
em Planaltina, DF.

O teor de 6leo dos graos foi determinado em equipamento Ankom XT15, método AOCS Am
5-04, (American Oil Chemist’s Society, 2017).

Para a determinacdo da estabilidade oxidativa e da acidez, os 6leos foram extraidos previa-
mente partindo-se de grdaos moidos (IKA, A11), homogeneizados em peneira (malha de 20 mesh) e
secos em estufa a 60 °C por 24 horas. A extracdo do éleo foi feita utilizando-se o método de Extracdo
Acelerada por Solvente (Thermo Scientific, modelo ASE 350 — Dionex). Utilizou-se o hexano como
solvente orgéanico, que foi removido ao final por rotaevaporacdao em banho-maria a 45 °C. Os dleos
extraidos foram armazenados a -4 °C até a caracterizacao.

A estabilidade oxidativa dos 6leos foi determinada em método Rancimat, de acordo com I1SO
6886:2016 (International Organization for Standardization, 2016), e expressa em horas.

A acidez do dleo foi determinada em titulador automatico utilizando-se hidréxido de potassio
e foi expresso em porcentagem de acido oleico para a canola e de acido erucico para a carinata e o
crambe, seguindo o método AOCS Cd 3d-63 (American Oil Chemist’s Society, 2009).

A analise de perfil composicional de acidos graxos foi realizada a partir da extracdo e da me-
tilacdo diretamente na amostra integral do grao. Portanto, ndo foi utilizado o dleo extraido previa-
mente por solvente como nas demais analises fisico-quimicas. Os graos foram homogeneizados
(IKA, A11) e secos a 105 + 3 °C por 1 hora, e o procedimento para determinacgao do perfil de dcidos
graxos foi de acordo com ISO 12966-2:2017 (International Organization for Standardization, 2017).
A separacao e a identificacdo dos ésteres de acidos graxos foram realizadas em cromatdgrafo a gas,
acoplado a um detector de ioniza¢do por chama (DIC) (Shimadzu, GC2010), utilizando-se a coluna
SLB-IL111 (100 m x 0.25 mm, 0.2 um Supelco, Bellefonte, PA), com isoterma de aquecimento a
170 °C por 35 minutos.

Resultados e discussao

Os teores de 6leo das oleaginosas avaliadas sdo préoximos entre eles, sendo que a canola apre-
senta uma concentracdo ligeiramente superior (Tabela 1). Os valores obtidos estdo de acordo com
os encontrados na literatura (Albuquerque, 2006; Seepaul et al., 2020; Ataban et al., 2014).

Tabela 1. Teor de dleo dos grdos de canola, carinata e crambe cultivados na regido de Cerrado (Planaltina, DF).

37,40+0,28 35,38 £0,22 35,13+0,40

Um atributo critico de qualidade do 6leo é a sua composicdo em acidos graxos, pois essa carac-
teristica determina a aplicacdo do dleo para alimentacdo, producdo de biocombustiveis ou outros
usos. Os valores obtidos no perfil de dcidos graxos dos 6leos estao de acordo com a faixa de valores
encontrados na literatura (Albuquerque, 2006; Seepaul et al., 2020; Santos, 2014). As brassicas ava-
liadas apresentaram alta proporc¢do de acidos graxos monoinsaturados, majoritariamente o acido
oleico na canola e o erdcico na carinata e no crambe (Tabela 2). O dleo de carinata contém a maior
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propor¢ao de poli-insaturados, dadas as quantidades de linoleico e linolénico. O crambe se enqua-
dra na categoria dos chamados “high erucic”, com 56,3% de acido erucico. A canola caracteriza-se
por ser uma fonte de éleo comestivel e que também pode ser aplicada na oleoquimica. Por outro
lado, os altos teores de erucico na carinata e no crambe ndo permitem consumo como alimento,
mas eles encontram usos na producdo de biocombustiveis, de biolubrificantes, de polimeros e de

emoliente da industria de cosméticos, por exemplo.

Tabela 2. Perfil de acidos graxos (%) dos dleos de canola, carinata e

crambe cultivados na regido de Cerrado (Planaltina, DF).

Acido caprilico 0,06 + 0,01 ND ND
Acido céprico 0,01 +0,02 ND ND
Acido laurico 0,19 £+ 0,03 0,1+0,03 0,1+0,01
Acido miristico 0,11+ 0,01 0,08 £ 0,01 0,09 + 0,01
Acido palmitico 4,50 £ 0,01 3,00 0,02 1,86+ 0,01
Acido palmitoleico 0,20 £ 0,02 0,11 +0,01 0,13 +0,01
Acido estearico 1,71 +£0,01 0,91+ 0,00 0,87 £0,01
Acido oleico 62,11 +0,11 9,96 + 0,04 17,58 + 0,08
Acido linoleico 20,23 £ 0,02 17,85+ 0,03 7,93+0,04
Acido linolelaidico 0,03 +0,05 ND ND
Acido a-linolenico 9,74 + 0,58 19,99 £ 0,03 9,31 +0,05
Acido y-linolenico 0,04 + 0,00 0,05+ 0,00 ND
Acido araquidico 0,61+0,61 0,78 £0,01 0,96 £ 0,01
Acido araquidonico 0,01 +0,02 0,01+0,02 ND
Acido eicosapentaenoico 0,18 £ 0,02 0,59 +£0,01 0,69 £ 0,02
Acido cis-11,14-eicosadienoico 0,13 +£0,05 1,08 £ 0,01 0,24 £0,01
Acido behénico 0,34 +0,01 0,72 + 0,00 1,87 £ 0,01
Acido erucico ND 41,08 + 0,09 56,25 £ 0,09
Acido cis-13,16-docosadienoico 0,03 £ 0,05 1,35+ 0,04 0,56 £ 0,02
Acido clupanodénico ND 0,06 + 0,00 0,01+0,02
Acido nervénico 0,13 +0,00 2,27 £0,01 1,54 +0,01
% acidos graxos monoinsaturados 62,44 53,43 75,50

X acidos graxos poli-insaturados 30,38 40,99 18,73

Y acidos graxos saturados 7,53 5,58 5,76

Os 6leos das espécies estudadas neste trabalho apresentam em sua composicdao uma elevada
porcentagem de insaturagdes, o que potencialmente favoreceria a oxida¢ao deles e afetaria, conse-
guentemente, sua qualidade e a qualidade de seus subprodutos. Assim, foi avaliada a estabilidade
oxidativa dos 6leos extraidos de canola, carinata, crambe sendo o valor expresso em horas, que re-
presentam o tempo de oxidacdo até que o 6leo comece a ser considerado rangoso ou que comece a
apresentar caracteristicas como escurecimento, aumento da viscosidade, formac¢ao de espuma e fu-
maca (Souza et al., 2018). Os dados obtidos estdo dispostos na Tabela 3. A estabilidade oxidativa do
6leo de crambe se destaca em relagdao aos outros éleos em estudo, atingindo 25,46 horas, seguida
pela da carinata, que foi 9,6 horas, e pela da canola, 8,7 horas. Como se trata de éleos brutos, com-
postos minoritarios como tocoferdis e carotenoides contribuem para esse tempo de estabilidade
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oxidativa (Silva, 2021), além da composi¢cdo rica em monoinsaturados. A carinata, mesmo tendo a
maior proporc¢do de poli-insaturados, mostrou estabilidade superior a canola, possivelmente em
razdo do alto contetdo de acido erucico. Oleos com alta estabilidade oxidativa sdo bastante deseja-
veis na producdo de biodiesel porque resultam no biocombustivel também com maior resisténcia a
oxidacao.

Tabela 3. Caracterizagdo quimica de 6leos de canola, carinata e crambe
cultivados na regido de Cerrado (Planaltina, DF).

Canola 8,66 + 1,56 0,60 + 0,00
Carinata 9,61+0,49 0,21+ 0,00
Crambe 25,46 £ 0,01 0,42 £ 0,02

*QO cdélculo de acidez foi feito com base na massa molar do acido graxo majoritdrio do éleo. Para a canola,
foi utilizada a massa molar do acido oleico e para a carinata e o crambe foi utilizada a massa molar do acido erucico.

O indice de acidez foi bastante baixo em todos os éleos, abaixo de 0,5% (Tabela 3). Esse resul-
tado indica as boas condigdes de colheita e armazenamento dos graos e assegura sua aplicagao nos
diversos setores industriais (Soares et al., 2014).

Conclusao

As espécies avaliadas apresentaram teor de dleo préoximo entre elas, na faixa de 35% a 37%,
com diferentes composicdes em termos de acidos graxos, predominantemente insaturados. O éleo
de canola contém 62,1% de acido oleico, a estabilidade oxidativa foi de 8,66 horas e a acidez foi de
0,6%. O dleo de carinata apresentou 42,1% de acido erucico, estabilidade oxidativa de 9,6 horas e
acidez de 0,21%. O 6leo de crambe contém o maior teor de acido erucico, com 56,23% da compo-
sicao, e demonstrou também a maior estabilidade oxidativa, com 25,5 horas, e acidez de 0,42%. As
diferentes composicdes de acidos graxos e as propriedades quimicas dos éleos avaliados reforcam a
variabilidade de aplicacGes que eles podem ter para a industria. Assim, pode-se diversificar a produ-
¢do agricola no tocante a matérias-primas oleaginosas nas regides de Cerrado do Brasil.
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Selecao e caracterizag¢ao de leveduras
capazes de crescer em compostos
aromaticos derivados da lignina
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Julia Mouréo Fernandes?, Livia Teixeira Duarte-Branddo?, Jodo Ricardo Moreira de Almeida®

Resumo

A utilizacdo da biomassa lignoceluldsica em biorrefinarias para a producdo de biocombustiveis
e bioprodutos gera grandes quantidades de lignina, tornando necessaria a valorizacdo dessa maté-
ria-prima. Tal valorizacdo pode ser obtida pela conversao de compostos aromaticos derivados da lig-
nina (CADLs) por linhagens microbianas capazes de metaboliza-los em biomassa celular e em outros
produtos de alto valor agregado. Nesse cenario, este trabalho buscou selecionar entre 76 linhagens
de leveduras de diferentes espécies aquelas capazes de crescer em meios cuja Unica fonte de car-
bono fossem CADLs catecol, vanilina, acido protocatecuico, acido ferulico, acido p-cumarico, acido
vanilico, acido siringico e acido 4-hidroxibenzoico. Para tanto, foram realizados inicialmente ensaios
de crescimento em microplaca para determinar o potencial de cada linhagem. De forma geral, as
linhagens cresceram nos compostos acido protocatecuico, acido vanilico, acido 4-hidroxibenzdico,
catecol, acido p-cumarico e acido ferulico, e nenhuma linhagem foi capaz de crescer em vanilina
e acido siringico. A partir dos resultados obtidos, foi possivel selecionar 11 linhagens para analise
da cinética de crescimento nos compostos catecol, acido 4-hidroxibenzoico, acido vanilico, acido
protocatecuico, acido p-cumdrico e acido ferulico com concentracdo de 20 mM. Em conclusdo, foi
possivel selecionar trés linhagens com capacidade de crescimento elevado (OD600) em até 20 mM
de acido protocatecuico, acido 4-hidroxibenzoico e acido vanilico.

Termos para indexagao: biomassa lignoceluldsica, lignina, CADLs, bioprospecgao.

Introducao

No contexto da bioeconomia, a substituicdo de combustiveis fosseis por alternativas de energia
limpa e sustentavel tem se tornado cada vez mais relevante, em especial no que tange a utiliza-
cdo de biomassa oriunda de processos agroindustriais para a producdo de biocombustiveis, mas
gue ndo se resume a isso (Claassen et al., 1999; Nanda et al., 2015). A biomassa lignocelulésica é
extremamente abundante, possuindo um grande potencial de aplicacdo em biorrefinarias, tanto
para a producdo de biocombustiveis como para a producao de coprodutos de alto valor agregado
(Ashokkumar et al., 2022).

A biomassa lignocelulésica é formada majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, res-
pectivamente. Enquanto a celulose e a hemicelulose sdo de interesse em biorrefinarias para a produ-
¢do de bioetanol e diversos outros produtos, a lignina é considerada um subproduto de baixo valor,
em razdo da sua estrutura complexa e heterogénea. Todavia, por ser o segundo polimero mais abun-
dante no planeta, torna-se imprescindivel um melhor aproveitamento em processos bioquimicos,
em especial na geracao de produtos de alto valor agregado, como aqueles derivados de compostos
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aromaticos, uma vez que a lignina é a maior fonte renovavel desses compostos (Abdelaziz et al., 2016;
Iram et al., 2021; Weng et al., 2021).

Os compostos aromaticos derivados de lignina (CADLs) sdo formados a partir do bioprocessa-
mento da lignina, que ocorre por meio de sua despolimerizacdo por microrganismos em monome-
ros mais simples, formando diversos compostos aromaticos, que podem sofrer bioconversdao em
outros produtos, como lipidios microbianos, vanilina e poli-hidroxialcanoatos (PHAs) (Abdelaziz et
al., 2016; Iram et al., 2021; Weng et al., 2021). E neste cendrio que a bioprospec¢do pode atuar em
dois momentos distintos do processo: durante a despolimerizacdo, com a utilizacdo de microrga-
nismos capazes de produzir enzimas modificadoras de lignina (LMEs); e durante a bioconversao,
por meio de microrganismos capazes de catabolizar aromaticos e realizar a clivagem do anel, desse
modo gerando produtos de interesse para o mercado (Weng et al., 2021).

J4 sdo descritas na literatura diversas espécies de bactérias, fungos e leveduras que utilizam
CADLs como fonte de carbono em seus processos metabdlicos (Chen; Wan, 2017; Weng et al.,
2021). Alguns estudos mostram o potencial de certas espécies de leveduras para a obtengdo de
produtos de alto valor agregado, como acido muconico, lipidios e terpenos (Almqvist et al., 2021;
Yaegashi et al., 2017; Yaguchi et al., 2020). Todavia, ainda existe um nimero muito limitado de linha-
gens capazes de metabolizar tais compostos, especialmente em concentragdes acima de 10 mM, o
que pode ser contornado pela bioprospecgao de novas linhagens microbianas (Chen et al., 2009).
Desse modo, o objetivo deste trabalho é avaliar a capacidade de crescimento em CADLs de 76 linha-
gens de leveduras. Para tanto, foram escolhidos oito CADLs como Unicas fontes de carbono no meio
de cultura: catecol, vanilina, acido vanilico, acido p-cumarico, acido siringico, acido ferulico, acido
protocatecuico e acido 4-hidroxibenzoico.

Materiais e métodos

Pré-inéculo. Foram analisadas ao total 76 linhagens de leveduras. Setenta e trés delas fazem
parte da colecdo de microrganismos da Embrapa Agroenergia e trés sdo linhagens de Komagataella
phaffii engenheiradas pelo grupo de pesquisa. Todas as leveduras foram pré-cultivadas durante a
noite em 5 mL do meio de cultura YNB (Yeast Nitrogen Base) suplementado com 20 g/L de glicose,
com agitacdo de 200 rpm e temperatura de 28 °C. Para inicio dos experimentos, as células foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com
YNB com aminoacidos. O processo foi repetido duas vezes.

Meios de cultivo. Foi analisado o crescimento das leveduras em oito meios distintos, cada um
contendo uma diferente fonte de carbono, que incluem os oito CADLs: acido ferulico, acido p-cuma-
rico, acido vanilico, acido 4-hidroxibenzoico, acido siringico, acido protocatecuico, vanilina, catecol.
Como controle negativo, também foi feita analise de crescimento em um meio sem fonte de carbo-
no. Como controle positivo, glicose 20 g/L foi utilizada como fonte de carbono. Os meios consistiram
de YNB, tampado de ftalato de potdssio monobasico com pH tamponado para 5,5, e a sua respectiva
fonte de carbono em concentragao de 10 mM e 20 mM.

Avaliagao do crescimento. Foi feita a avaliagao da capacidade de crescimento das leveduras nos
meios preparados no tdpico acima. Para tanto, as leveduras foram inoculadas em triplicata em 250 ulL
de cada meio com concentragdo de CADLs 10 mM em microplacas de 24 pocgos. Apds o indculo, as
placas foram seladas com filme adesivo e entdo incubadas em temperatura ambiente por 120 horas.
Foram feitas as medi¢cdes de absorbancia a 600 nm nos tempos Oh e 120h, no espectrofotémetro
SpectraMax M2. No caso das placas contendo glicose, foram feitas as leituras da OD nos tempos Oh e
24h. Além das medigdes de OD, também foi feita andlise visual das placas no tempo 120h.
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Avaliagdo da cinética de crescimento. As leveduras foram inoculadas em triplicata em 500 ulL
de cada meio com concentracao de CADLs 20 mM em microplacas de 48 pocos. Apds o indculo, elas
foram incubadas a 30 °C no espectrofotémetro de microplaca EPOCH 2 por 92 horas e 120 horas,
com leituras de absorbancia a 600 nm programadas a cada 2 horas.

Resultados e discussao

Para a andlise do crescimento das linhagens estudadas, foi feito o calculo da diferenca de OD
final em relacdo a OD inicial. Para a maioria dos compostos, o tempo final foi de 120 horas, com ex-
cecdo do meio de glicose (controle positivo), no qual o tempo final foi 24 horas. Visto que o experi-
mento foi realizado em triplicata, foi feita a média dos valores obtidos. Para criacdo de um heatmap
e visualizacdo dos resultados, foram adotados os parametros demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros analisados.

Crescimento Crescimento minimo  Crescimento médio  Crescimento positivo
negativo

Das 76 linhagens de leveduras analisadas, quarenta e uma tiveram crescimento positivo em
pelo menos um CADL, o que representa 53,9% das linhagens estudadas. Entre os oito meios ana-
lisados, o acido protocatecuico foi o que obteve maior porcentagem (40,8%) de crescimento de
leveduras. Nenhuma das linhagens estudadas obteve crescimento positivo em vanilina ou em acido
siringico. Na Tabela 2, estdo descritas a quantidade e a porcentagem de leveduras com crescimento
positivo para cada um dos CADLs analisados no estudo em questao.

Tabela 2. Resultado do screening inicial em CADLs.

31 12 11 11 9 6 0 0
(40,8%) (15,8%)  (14,5%) (14,5%) (11,8%) (7,9%) (0%) (0%)

Dentre os meios contendo CADLs, vinte e duas linhagens de leveduras foram capazes de crescer
em pelo menos dois compostos, sendo que 14 conseguiram crescer em ao menos trés compostos e
somente trés linhagens conseguiram crescer em quatro compostos, que foi o maximo observado no
experimento. Nenhuma linhagem estudada foi capaz de crescer em todos os CADLs. Foram identifi-
cadas trés espécies distintas (dados ndo mostrados), que apresentaram pelo menos trés linhagens
com capacidade de crescer em CADLs, como mostra a Figura 1.
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Figura 1. Principais linhagens identificadas com capacidade de crescimento em CADLs.

Entre as 22 linhagens citadas, foram selecionadas 11 que podem ter potencial na conversao
de CADLs, sendo elas L6, L9, L41, L48, L49, L50, L52, L53, L56, L62 e L75. A cinética de crescimento
de tais linhagens foi realizada em microplacas de 48 pocos em concentracdo de CADLs 20 mM por
92 horas e 120 horas. Foi feita a média das replicatas realizadas. O desempenho das leveduras nas
respectivas fontes de carbono em 120h é demonstrado na Figura 2. Com base nessa analise, foram se-
lecionadas trés linhagens de leveduras, L48, L50 e L62, com potencial de crescimento nos meios acido
4-hidroxibenzoico, acido protocatecuico e dcido vanilico em uma concentracdo maior que 20 mM.
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Figura 2. Cinética de crescimento das linhagens em 120h.



A predominancia do crescimento das leveduras em determinados meios contendo CADLs, espe-
cialmente acido protocatecuico, estda em concordancia com o descrito na literatura (Sampaio, 1995).
Foi observado durante a realizagdao dos experimentos que diferentes linhagens de uma mesma es-
pécie apresentaram diferentes comportamentos de crescimento, o que pode demonstrar que elas
apresentam diferentes fenétipos, o que, por sua vez, pode afetar seu metabolismo.

No estudo, somente foi analisada a capacidade de crescimento das linhagens em CADLs, nas con-
centracdes de 10 mM e 20 mM em microplaca, sendo entdo de interesse para experimentos poste-
riores o teste de diferentes concentracées e em maiores volumes, de modo a determinar a concen-
tracdo 6tima, limite e inibitdria para o metabolismo das linhagens selecionadas.

Conclusao

Foi possivel selecionar trés linhagens de leveduras com alto potencial de crescimento nos com-
postos aromaticos derivados da lignina: acido protocatecuico, acido 4-hidroxibenzoico e acido vani-
lico. As linhagens selecionadas pertencem a espécies distintas, ressaltando a importancia da diversi-
dade genética em estudos de prospeccao.
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Avaliacao de estratégias de expressao
em Escherichia coli para producao de
amilase de Paenibacillus barengoltzii
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Resumo

Amilases sdo hidrolases amplamente utilizadas em processos biotecnoldgicos, podendo ser
aplicadas na industria alimenticia, producdo de biocombustiveis e até mesmo no beneficiamento
de tecidos da industria téxtil. Dessa forma, é notavel a necessidade de buscar otimizar a producdo
dessa enzima em uma escala laboratorial. O presente trabalho busca avaliar condi¢des de cultivo
com a bactéria Escherichia coli para expressao de amilase de Paenibacillus barengoltzii. Com essa
finalidade, foram entdo realizadas quatro condicbes de expressdao com células de E. coli BL21 (DE3)
AmyPb. As condicbes se diferem pelo meio utilizado (meio autoindutor com lactose ou meio LB
com IPTG) e o tampado de lise (tris-HCI-PMSF ou tampao fosfato). Anteriormente, as condi¢Ges de
expressdo utilizavam o meio autoindutor com lactose e tampao tris-HCL-PMSF, gerando atividades
enzimaticas relativamente baixas. Mediante o exposto, houve necessidade de buscar alternativas
para aprimorar a producdo da amilase neste estudo.

Termos para indexagao: amilase, meio de cultura, tampao de lise, IPTG, lactose.

Introducao

Atualmente, cerca de 65% das vendas do mercado mundial de enzimas sao de amilases (Simair
et al., 2017). Na producdo téxtil e de papel, as amilases podem ser utilizadas no amaciamento, na
modificacdo, na limpeza e no processo de desengomagem de fibras téxteis (Singh et al., 2016).

O tecido resistente de algoddo denim, altamente popular e de aparéncia versatil, por exemplo, é
produzido a partir de fios de algoddo que sao esticados longitudinalmente na maquina de tecelagem,
formando uma base firme para o tecido, denominada urdume (Denin, 2020). Esses fios sdo dispostos
paralelamente uns aos outros e sao mantidos tensos durante o processo de tecelagem. Por sua vez,
horizontalmente através dos fios do urdume, a “trama” cruza os fios do urdume alternadamente para
criar o tecido final. O denim pode ser corado com corantes indigos (geralmente azuis) ou por tramas
brancas (Denin, 2020).

A goma (produto a base de amido) é adicionada a esses fios para fornecer uma maior resistén-
cia e integridade na tecelagem, impedindo que eles se rompam. Entretanto, a aplicacdo do amido
torna os fios viscosos, e, por essa razao, as amilases, mais precisamente as a-amilases, atuam hidro-
lisando as ligagbes a-1,4 presentes no amido da goma, melhorando assim a qualidade do tecido (De
Souza; De Oliveira Magalhdes, 2010).

O uso de enzimas na industria téxtil ja vem sendo aplicado em varios paises. O artigo “Application
of enzymes for textile fibers processing” (Araujo et al., 2008) afirma que a necessidade do uso de
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enzimas se da por varios motivos, e os principais sdo o consumo de energia e matéria-prima e o uso
e descarte de agentes quimicos em agua, ar e aterros (Araujo et al., 2008).

A bactéria anaerdbica termofila Paenibacillus barengoltzii é uma promissora fonte de enzimas
termofilas, como é o caso da amilase. As espécies do género em questdo apresentam caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas semelhantes as espécies do género Bacillus, que abrangem uma série de
microrganismos envolvidos em aplicacdes industriais ja bem consolidadas, como fonte de enzimas
ou sistemas de expressao heterdloga (Laufer, 2017).

Como sistema de expressao da amilase, a bactéria Escherichia coli ¢ um organismo adequado
por sua facilidade de cultivo e 6tima expressao heteréloga de proteinas recombinantes (Gopal;
Kumar, 2013; Kaur, Kumar e Kaur, 2017).

Levando em consideracao os fatos mencionados, este trabalho consiste em uma avaliacdo com-
parativa da atividade enzimatica da amilase de Paenibacillus barengoltzii expressa em Escherichia
coli em quatro diferentes condi¢des de expressdo. Posteriormente, a amilase sera testada em teci-
dos de algod3do para o processo de desengomagem.

Os genes de amilase AmyPb de Paenibacillus barengoltzii foram clonados no plasmideo pET21a
e foram expressos em células competentes de Escherichia coli BL21 (DE3). As linhagens de E. coli
BL21 (DE3) com o gene AmyPb e selvagens foram conservadas a -80 °C em criotubos contendo 2 mL
de solugdo de glicerol 25%. Para obter col6nias isoladas em placas de Petri estéreis, o meio utilizado
foi o Luria-Bertani agar (Bertani, 1951), tendo seu pH ajustado para 7,0 com solugao de NaOH 1 M.

Como marcador de selegdo, foi utilizada ampicilina na concentragdo 1000X (100 mg/mL), visto
que o plasmideo pET21a possui um gene de resisténcia a ampicilina. As placas contendo 25 mL de
meio Luria-Bertani foram inoculadas nas seguintes condigdes: em duplicata, foram inoculadas, a partir
de criotubos, células de E. coli BL21 (DE3) selvagens sem ampicilina; células de E. coli BL21 (DE3) selva-
gens com 25 microlitros de ampicilina 1000X; e células de E. coli BL21 (DE3) AmyPb com 25 microlitros
de ampicilina 1000X.

As placas inoculadas foram incubadas em um shaker sem rotacdo a 37 °C por 18 horas, e poste-
riormente armazenados a 4 °C. Assim, para realizar um pré-indculo inicial, foram coletadas colonias
isoladas de E. coli BL21 (DE3) AmyPb a partir da placa contendo meio LB com ampicilina e inocula-
das em 2 Erlenmeyers de 250 mL contendo 30 mL de meio LB liquido e 30 microlitros de ampicilina
1000X.

Os dois pré-inéculos contendo células de E. coli com o gene AmyPb em meio LB liquido foram
incubados a 37 °C e 200 rpm em um shaker por cerca de 16 horas. Seguinte a incubacao, foi feita
uma leitura de densidade 6ptica dos pré-indculos para que o inéculo de indu¢dao com IPTG ocorresse
com uma densidade dptica inicial de 0,3. Para iniciar a indug¢do, foram inoculados, em cada um dos
dois Erlenmeyers contendo 50 mL de meio autoindutor com lactose e antibidtico (Studier, 2005),
2 mL de um dos pré-inéculos. Em outros dois Erlenmeyers contendo 50 mL de meio LB liquido sem
lactose, foram inoculados 2 mL do outro pré-inéculo para obter uma densidade dptica inicial de 0,3.

Os dois Erlenmeyers contendo o meio autoindutor com lactose foram incubados no shaker a
37 °C e 200 rpm por 24 horas. Para a inducdo em meio LB sem lactose, os dois Erlenmeyers foram
incubando a 200 rpm e 37 °C até obterem uma densidade dptica de 1,3—1,4 (2 horas de incubacdo).
Ap0ds se obter essa densidade dptica, foi adicionado ao meio IPTG (isopropil-b-D-1-tiogalactopira-
nosida) para uma concentragdo final de 0,75 mmol/L. Os dois cultivos em meio LB contendo IPTG



foram incubados por mais 3 horas (5 horas no total). Apds o cultivo, todos os meios foram armaze-
nados em camara friaa 4 °C.

Para se obter o extrato contendo a amilase de interesse, as células de E. coli foram coletadas por
centrifugacdo (18.500 g/4 °C/20 minutos) utilizando-se Falcons de 50 mL e posteriormente descar-
tando o sobrenadante. Em seguida, foi necessario gerar a lise das células por sonicacdo utilizando-se
tampdes de lise. Os tampdes utilizados foram o tampao fosfato 20 mmol/L pH 7,4, NaCl 500 mM e o
tampdo 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM EDTA pH 8 e 1 mM PMSF. Foram utilizados 10 mL de cada tam-
pao de lise a cada 50 mL de cultivo. A sonicacdo ocorreu na amplitude de 35%, pulse on 15 segundos,
pulse off 15 segundos, por 3 minutos.

Finalizando a sonicagdo, o produto da lise nos Falcons de 50 mL foi coletado e clarificado por
centrifugacdo (18.500 g/4 °C/20 minutos).

Os ensaios de atividade de hidrdlise do amido foram realizados por leitura de absorbancia,
segundo o método de FUWA (1954). O ensaio de atividade consistiu na adicdo de 50 microlitros
de substrato amido 0,5%, 50 microlitros do extrato enzimatico e 100 microlitros de tampao fosfato
de sddio pH 6,5 50 mM, deixando incubar a 40 °C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados
200 microlitros de acido acético para parar a reacao e 200 microlitros do reagente FUWA. O iodeto
presente no reagente de FUWA forma um complexo com o amido, escurecendo a solugdo. A con-
centragao do complexo amido-iodeto foi lida por um espectrofotdmetro na absorbancia de 660 na-
noémetros. Quanto mais clara a solucdao, menor é a concentracao do complexo e maior é a atividade
da enzima.

Nas placas de Petri inoculadas, ndo foi observado crescimento das células de E. coli selvagens
nos meios com ampicilina. Todavia, as células de E. coli com o gene de resisténcia a ampicilina do
plasmideo pET21a cresceram no meio com ampicilina.

O extrato enzimatico foi diluido em 10 vezes e 100 vezes para realizar a comparacao, pois nas
quatro condigbes de expressao havia total consumo do substrato amido utilizando o extrato nao di-
luido. Os resultados obtidos no grafico (Figura 1) foram calculados pela férmula (DO-D), em que DO é
o valor da média da absorbancia dos controles e D é o valor da média dos ensaios. O controle apre-
senta a coloragdo mais escura, visto que, com a auséncia da enzima, o reagente FUWA consegue
interagir com praticamente todo o amido. Os resultados apresentados demonstram como a indugao
com o IPTG aumentou a atividade do extrato enzimdtico, e como a escolha do tampao de lise ndo
afetou a atividade de hidroélise do amido significativamente.

Ensaio de atividade dextrinizante com reagente FUWA

1.500

1.000

Figura 1. Ensaio de absorbancia a 660
nandmetros do extrato enzimatico nas
diferentes condigGes de expressao:
azul-escuro (meio autoindutor/tamp&o
Tris-HCI-PMSF), azul-claro (meio
autoindutor/tampdo fosfato), vermelho
Auto Tris  Auto TRIS Auto TF  Auto TF IPTG10X IPTG  IPTG 10X IPTG (meio LB com IPTG/TRIS) e laranja
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Figura 2. Gradiente de cores utilizando o reagente FUWA sem a amilase em concentragbes
crescentes de amido 0,5% da esquerda (mais claro) para direita (mais escuro).

Conclusao

A atividade da enzima amilase expressa foi analisada nas quatro condi¢es de expressao, utili-
zando-se o ensaio de absorbancia com reagente de FUWA. Entretanto, ha claramente uma necessi-
dade de realizar mais ensaios com a finalidade de quantificar a atividade de hidrdlise de amido pela
enzima, e também fazer a contagem de proteinas totais por BCA, fazer comparagao entre os cultivos
por eletroforese em gel SDS-page e futuramente fazer a aplicacdo da enzima na desengomagem do
jeans. O presente trabalho estd analisando quatro condi¢Ges de cultivo para obtencdo da amilase
em escala laboratorial, visto que o IPTG ndo é popularmente utilizado em escala industrial como um
indutor, por seu alto custo.

Verificou-se que independentemente dos tampdes de lise utilizados para extrair a enzima, a
inducdo por IPTG foi mais eficaz para obtencdo de maiores atividades enzimaticas se comparada a
lactose. Ademais, foi possivel observar uma maior atividade da enzima na condicdo de cultivo com
o indutor IPTG em apenas 5 horas de incubacdo e OD inicial de 0,3, em comparacdo com a indugdo
em meio autoindutor com lactose e incubacgdo por 24 horas.
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Comparativo metodoldgico na producao
de espidroinas sintéticas de aranhas da
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Resumo

As proteinas de seda de aranha (espidroinas) sdo consideradas um material ideal para a produ-
cdo de biomateriais inovadores com diferentes aplicacGes biotecnoldgicas. Dessa forma, diferentes
grupos de pesquisa e a industria tém investido na otimizacdo de sistemas heterdlogos de producao,
com o objetivo de aumentar a eficiéncia da producdo de espidroinas sintéticas. Assim, procurou-se
avaliar dois métodos para a inducdo da expressao de cinco espidroinas sintéticas distintas em bac-
téria Escherichia coli, a expressdo por autoinducdo e pela adicdo de IPTG no meio de cultivo. Para
tal, ela foi cotransformada com um plasmideo que adapta o metabolismo da bactéria para a pro-
ducdo de espidroinas, e um plasmideo para expressao das espidroinas. Essas proteinas foram mo-
duladas de acordo com as espidroinas de aranhas da biodiversidade brasileira, Parawixia bistriata
e Nephilengys cruentata. Apds o crescimento do pré-indculo bacteriano, uma aliquota foi induzida
com IPTG e por autoinducdo (n=3). Ao final, a OD600 e o pH foram adquiridos e as amostras foram
precipitadas. As proteinas extraidas foram analisadas qualitativamente por SDS-PAGE, e identifica-
das por Western blot. Nos dois métodos, o pH ndo foi um fator limitante para o crescimento bacte-
riano. A inducdo com IPTG produziu trés espidroinas avaliadas, enquanto o processo da autoindu-
¢cdo produziu todas as cinco proteinas. Nesse caso, o protocolo da autoinducdo teve uma eficiéncia
maior quando comparado a indugdo com IPTG para a producdo em E. coli de diferentes espidroinas
sintéticas de aranhas da biodiversidade brasileira.

Termos para indexagao: Parawixia bistriata, Nephilengys cruentata, MaSp, Flag, autoindugao,
IPTG.

Introducao

As sedas de aranha apresentam biocompatibilidade, biodegradabilidade e possuem excelentes
propriedades mecanicas, como elasticidade e resisténcia, ao mesmo tempo. Estes biopolimeros sdo
constituidos por proteinas (espidroinas) compostas por trés regides especificas: regioes N (1) e C(2)
terminal conservadas, e uma regidao modular altamente repetitiva (3). Esta € composta por grande
quantidade de aminodcidos alanina (A), glicina (G) e prolina (P). Dentre as sedas que a aranha pro-
duz, as da glandula ampolada maior sdo as mais resistentes, sendo formada por espidroinas do tipo
MaSp1 e MaSp2. A regido modular da MaSp1 é composta por regides de polialanina (A/GA) e po-
liglicina GGX (X=aminoacido Y, L ou Q). As sequéncias de poli-A e poli-GA proporcionam estruturas
secundarias do tipo folhas-beta na proteina, enquanto os dominios GGX formam uma hélice 3, . Ja a
regido modular da MaSp2 é formada por regides de poli-A, poli-GA e dominios GPGGX. Em relacdo
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as espidroinas Flag, da glandula Flageliforme, elas produzem uma seda altamente eldstica, pela es-
truturagdo das regidoes espacadoras, GPGXX e GGX (Tokareva et al., 2014).

No entanto, na natureza, a aranha produz quantidade insuficiente desse recurso natural para
o desenvolvimento de biomateriais. Assim, nas ultimas décadas, diferentes grupos de pesquisa
desenvolveram varias maneiras de produzir espidroinas sintéticas usando bactérias, plantas, bichos-
-da-seda, leveduras e até cabras geneticamente modificadas (Bittencourt et al., 2022). Apesar de
alguns desses sistemas heterdlogos de producdo ndo serem escalondveis, métodos como a fermen-
tacdo com bactérias e leveduras estdo sendo usados por empresas como a Spiber, a AMSilk e a Bolt
Thread.

Por causa do potencial de aplicagdo inovador que os biopolimeros sintéticos de sedas de ara-
nhas apresentam, é eminente a necessidade de aprimorar a sua produc¢do por métodos fermenta-
tivos. Por consequéncia, a maioria dos grupos de pesquisa utiliza isopropil B-d-1-tiogalactopirano-
sideo (IPTG), um indutor artificial que mimetiza a agdo da lactose, que desencadeia a transcrigdo
do operon lac e, portanto, é usado para induzir a expressao de proteinas onde o gene esta sob o
controle desse operador. No entanto, Studier (2014) descreveu um protocolo de autoindu¢ao, com
potencial para producgdo de diversas proteinas em alta densidade. Uma das vantagens desse méto-
do é ndo depender de IPTG para a produc¢do das proteinas heterdlogas, que é um componente nao
biodegradavel e oneroso (Edlund et al., 2016). Portanto, este trabalho teve por objetivo comparar
os métodos de expressao por autoindug¢ao com o do IPTG em bactéria E. coli, na producdo de dife-
rentes espidroinas sintéticas, baseadas nas diferentes proteinas de seda de aranhas da biodiversida-
de brasileira, Parawixia bistriata e Nephilengys cruentata.

O metabolismo de bactéria E. coli foi modificado por meio da construcdao de um plasmideo
pTetgly2glyA (XIA et al., 2010). Ele contém duas cépias do gene glyVXY e uma cépia do gene glyA
(GenBank AC_000091.1) da bactéria W3110, que foram introduzidos no plasmideo pACYC184.
Esses genes sdo responsaveis pelo aumento da disponibilidade de glicil-tRNA e aminoacido glicina,
respectivamente.

Os mddulos referentes as espidroinas foram identificados a partir da construgao de uma bi-
blioteca de cDNA em um estudo anterior (P1 0701826-6; US 10,889,624). Os genes das espidroinas
sintéticas foram construidos por engenharia modular utilizando as espidroinas MaSp1l e MaSp2 da
aranha do cerrado P. bistriata até atingirem 8 médulos a 16 mddulos para a MaSp2, e 4 mddulos
a 8 modulos para a MaSp1+2 (Michalczechen-Lacerda, 2015). Posteriormente, esses genes foram
inseridos no plasmideo de expressdao pET28a. O gene referente a espidroina sintética Flag2222, da
aranha N. Cruentata, da Mata Atlantica, foi sintetizado no mesmo plasmideo pela empresa Epoch
Life Science. Nesse processo, a sequéncia do DNA foi adaptada ao cédon de bactéria, contendo uma
cauda de dez aminodcidos histidina na por¢ao N-terminal.

Apds a transformagao dos plasmideos em E. coli BL21(DEO3) e pré-inéculo em 3 mL de meio
de cultivo, uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para 10 mL de cada meio de indugdo (n=3), e foi
cultivada em tubos de 50 mL a 37 °C a 250 rpm. No caso do método com IPTG, assim que a OD600
chegou a 1,0, adicionou-se 1 mM do indutor, permanecendo por 4 horas (Teulé et al., 2009). Ja no
caso da autoindugao, as células cresceram em meio ZYM-5052 por 4 horas a 37 °C, 250 rpm. Assim
que a OD600 chegou a 0,6-0,8, a temperatura foi alterada para 18 °C, permanecendo por 48 horas,
sob a mesma agitacgao (Studier, 2014). Ao final, a OD600 e o pH foram medidos, e todas as amostras
foram precipitadas com centrifugacao, sendo congeladas para processamento posterior.



Apds o descongelamento da biomassa, ela foi diluida em 500 pL de solucdo tampao de lise
(Tris- HCI 50 mM pH 10,0, NaCl 10 mM, MgCl, 10 mM) contendo lisozima 200 pg/mL por 30 min.
Apds aquecimento a 95 °C por 60 min, os tubos foram centrifugados a 13.148 xg por 15 min. O
sobrenadante contendo o extrato proteico total foi transferido para outro tubo e a proteina total
foi quantificada por absorbancia a 280 nm em espectrofotometro. A detecgdo das espidroinas
produzidas ocorreu por Western blot, utilizando-se um anticorpo comercial contra cauda de histi-
dina conjugado com fosfatase alcalina (A5588, Sigma Aldrich).

Resultados e discussao

As espidroinas sintéticas avaliadas neste experimento sdo compostas predominantemente
pelos aminodcidos glicina, alanina e prolina, os quais representam mais do que 70% da sua es-
trutura. Portanto, os genes referentes a engenharia metabdlica da bactéria sdo responsaveis por
aumentar a disponibilidade dos RNA transportador de glicina do tipo VXY (glyVXY), e da enzima seri-
nametiltransferase (glyA), que metaboliza a serina em glicina. Isso se fez necessario, uma vez que as
espidroinas de aranhas sao constituidas de médulos repetitivos, ricos em glicina, apresentando uma
composicao diferenciada quando comparada as outras proteinas na natureza

A referéncia de crescimento foi estabelecida pelos valores de OD600 (Figura 1, A e B). No
método com IPTG, as células ficaram sob inducdo por 4 horas, e apresentaram um crescimento
menor (Figura 1A) quando comparado ao método da autoinduc¢do, que permaneceu em cultivo por
48 horas (Figura 1B). A bactéria que produziu a MaSp1+2 4x teve o menor crescimento, média da
0OD600 igual a 0,93, enquanto a que continha o dobro desse mesmo médulo (MaSp1+2 8x) obteve
0 maior crescimento, média de OD600 igual a 3,73 (Figura 1A). Quando se observam os resultados
pela autoindugao, o controle negativo foi que apresentou o menor crescimento, média de 3,8, en-
guanto a bactéria responsavel por produzir a MaSp2 8x obteve a maior média de OD600, com 6,67.
Em relagdo aos valores de pH, por estarem préximos ao pH neutro, ou levemente acidos (> 6,0),
pode-se dizer que eles sdo compativeis com o crescimento das células (colunas laranjas na Figura 1).
Normalmente, sistemas de expressao cultivados que resultam em pH acidos (<5,5) impedem o cres-
cimento das bactérias (Studier, 2005).
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Figura 1. Graficos representativos dos valores referentes a OD600 (colunas azuis) e ao pH (colunas laranjas) apds
o cultivo de bactérias para a produgdo de espidroinas. A) Indugdo por IPTG. B) Protocolo de autoindugdo.

Como cada bactéria apresentou um perfil de crescimento especifico, os valores referentes a
quantificacdo de proteina do extrato proteico bruto foram normalizados pelos valores de OD600
igual a 1 (menor taxa de crescimento observada) (Figura 2). Estabelecido isso, é possivel verificar que
os valores médios da quantificacdo de extrato proteico total para o cultivo com IPTG mantiveram
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um perfil bem especifico para cada espidroina (Figura 2A). Ja no processo da autoinducdo, os valo-
res de rendimento proteico total estdo préximos, com excecdo da amostra MaSp1+2 8x, que obteve
um rendimento maior (Figura 2B). Esses resultados mostram que o rendimento proteico total ndo
teve relacdo direta com a composicdo ou o tamanho da espidroina sintética produzida.
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Figura 2. Gréficos representativos dos valores referentes a razdo do quantitativo do extrato proteico total pela
0OD600 (=1). A) Resultados obtidos com indugdo por IPTG. B) Resultados obtidos com protocolo de autoindugéo.

Posteriormente, a producdo das espidroinas sintéticas foi confirmada por Western blot em
amostras do extrato proteico bruto. A producdo das espidroinas com IPTG foi confirmada para as
trés espidroinas, MaSp2 8x, MaSp2 16x e Flag2222. Ja as outras duas espidroinas, MaSp1+2 4x e
MaSp1+2 8x, ndo apareceram nas trés réplicas (Figura 3A), sinalizando a ndo producdo dessas es-
pidroinas com IPTG. No que se refere ao método da autoinducdo, as cinco espidroinas (MaSp2 8x,
MaSp2 16x, MaSp1+2 4x, MaSp1+2 8x e Flag2222) foram identificadas nas trés réplicas (Figura 3B).
Como esperado, ndo foram identificadas proteinas no controle negativo nos dois métodos (Figura 3
A e B). A massa molecular de cada espidroina sintética é de ~28 kDa para a MaSp2 8x; para a MaSp2
16x é de ~54 kDa; para a MaSp1+2 4x é ~40 kDa; a MaSp1+2 8x é de ~77 kDa; e, a menor dentre
elas, para a Flag2222 a massa é de ~22 kDa.
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Figura 3. Fotografia representativa do resultado da andlise por Western blot utilizando anticorpo
contra histag. A) Indug¢do com IPTG. B) Autoindugdo. 1) PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder (26619 Thermo Scientific). 2) MaSp2 8x (28 kDa). 3) MaSp2 16x (54 kDa). 4) MaSp1+2
4x (40 kDa). 5) MaSp1+2 8x (77 kDa). 6) Flag2222 (22 kDa). 7) Controle negativo.



Como foram utilizadas as mesmas bactérias e os mesmos plasmideos para as duas metodolo-
gias, pode-se dizer que neste estudo o processo de autoinducdo apresentou uma eficiéncia maior
em relacdo a diversidade de producdo de espidroinas, quando comparado ao método de indugdo
com IPTG. Isso aconteceu porque o processo da autoindugdo possibilitou a producdao de todas as
espidroinas avaliadas, enquanto a indu¢ao com IPTG produziu apenas trés.

A expressdo de espidroinas sintéticas pelo protocolo de autoinducdo em E. coli produziu todas
as cinco construcdes avaliadas, enquanto o protocolo com inducdo por IPTG sé conseguiu produzir
trés delas. Neste caso, houve uma limitacdo pela indugdo por IPTG, mesmo com as bactérias apre-
sentando metabolismo adaptado para a producdo dessas proteinas. Dessa forma, este trabalho
mostra a variabilidade de diferentes métodos na producado de espidroinas sintéticas em tamanhos e
composicoes distintos, que ainda precisam ser investigados quanto ao rendimento. A utilizacdo do
método de autoinducdo, em substituicio ao método de inducdo da expressao por IPTG, tem a ca-
pacidade de tornar o processo de producdo de espidroinas mais viavel para a industria, por ser um
processo mais sustentavel e com menor custo. Este trabalho foi financiado pela Fundagdo de Apoio
a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF), processo #00193-00001028/2021-41
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O desenvolvimento do processo de biodigestdo com foco em residuos agropecudrios é uma
forma de gerar renda no campo, ao gerar energia e fertilizante, e ao mesmo tempo destinar de
forma ambientalmente correta os residuos gerados em suas atividades, inserindo-se na bioecono-
mia e na descarbonizacdo da economia. Contudo, para a realizacdo de estudos de biodigestdo, sao
importantes a origem e a reprodutibilidade do indculo utilizado nos experimentos. Nesse contexto,
foi necessario montar e operacionalizar um biodigestor para producdo de indculo de 160 L, com
120 L de in6culo inicialmente composto por digestato de biodigestor oriundo da suinocultura (80%)
e de dejeto bruto bovino (20%). Na operacdo desse biodigestor, foi implementada uma série de
métodos para acompanhar as varidveis de processo relevantes, tais como pH, alcalinidade, sélidos
volateis, sélidos totais, demanda quimica de oxigénio, nitrogénio total Kjeldahl, nitrogénio amonia-
cal e producdo de metano, para assim assegurar uma operacao continua e estavel do processo de
biodigestao.

Termos para indexagao: biodigestor, indculo, monitoramento.

A medida que a populacdo humana cresce, também aumenta a demanda energética neces-
saria para suprir suas atividades, sendo um grande exemplo disso a primeira revolucdo industrial,
gue junto com seus avancos tecnolégicos também necessitou do uso de grandes quantidades de
energia, nesse contexto, principalmente advinda do carvao. Assim sendo, essa maior demanda de
energia leva a um maior risco de crise energética e a uma crise ambiental, visto que mais de 85% da
energia utilizada pelo mundo é derivada de fontes fosseis (Bertolo et al., 2022), contribuindo para o
aumento do efeito estufa, e consequentemente para o aquecimento global, por causa das emissoes
de gas carbdnico (CO,).

Dessa forma, muito esforco de pesquisa tem sido dado ao uso das energias renovaveis, ou seja,
energias que possuem um ciclo fechado de carbono, reduzindo emissdes de CO,. Um exemplo desse
tipo de energia renovavel é o biogds. Ele é oriundo da biodigestdao de biomassa residual ou cultivada
de forma dedicada para esse uso, por exemplo, a torta de filtro e vinhaca, da cadeia produtiva do
etanol. A biodigestdo ocorre pela acdo de microrganismos, que consomem a biomassa, liberando
o biogas, que contém metano e pode ser usado para geracao de energia elétrica ou como biocom-
bustivel (Milanez et al., 2018). Essa fonte de energia é considerada privilegiada (Vieira; Polli, 2020).

Nesse contexto, a Embrapa Agroenergia deu inicio ao estudo sobre biogas a partir da monta-
gem e do monitoramento de um reator de 160 L, tendo em vista os parametros de pH, alcalinidade,
solidos volateis, sélidos totais, demanda quimica de oxigénio, nitrogénio total Kjeldahl, nitrogénio
amoniacal e producdo de metano. Esse reator contém um indculo, amostra de matéria organica que
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contém uma microbiota responsavel pelo consumo de biomassa, a fim de produzir biogas, compos-
to por digestato de biodigestor de suinocultura (80%) e de dejeto bruto bovino (20%).

O biodigestor foi alimentado trés vezes na semana com um blend nutritivo constituido por
proteina de soja, flocdo de milho, éleo de soja e dgua destilada, respectivamente nas quantidades
de 19,20 g, 52,33 g, 13,92 g e 432 mL. A respeito do método de alimentacdo em si, primeiramente
é adicionado ao blend nutritivo uma porcdo do indculo, retirada na hora através da saida do reator.
Apds serem misturados, sdo despejados no reator através de sua entrada. Em seguida, retira-se
mais uma porc¢ao do inéculo para que também seja despejada pela entrada do reator. Dessa vez, ele
se encontra puro e ndo em mistura com o blend nutritivo, para que por fim se repita o processo pela
terceira vez, ndo s6 alimentando o sistema, mas também permitindo uma homogeneizagao maior
do indculo no reator, além da gerada pelo seu sistema de agitacao.

Sobre o monitoramento do reator, foram adotados como parametros: alcalinidade e acidez
total, demanda quimica por oxigénio (DQO), teor de sélidos totais (ST) e volateis (SV), pH, teor de
proteinas, amodnia livre, teor de acidos graxos volateis (AGVs) e composicdao do gas gerado (Ripley
et al., 1986; American Public Health Association, 2005; Association of Oficial Analytical Chemists,
1990; De Pra, 2013; Mesquita et al., 2013). Assim, acompanhou-se semanalmente o comportamen-
to relativo a microbiota, sendo todas as andlises feitas uma vez na semana. Ressalta-se que a esco-
Iha de tais parametros se deu a partir do estudo realizado por Kunz et al. (2019).

A analise de composicao do gas gerado é realizada por meio da andlise da amostra de gas,
coletada na sua respectiva saida no reator, utilizando-se uma bag de amostragem gasosa, por um
cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC-2014, o qual opera através de uma injecdo manual de 1 mL de
loop a 150 °C por duas linhas TCD a 180 °C. A primeira linha trata-se de uma coluna PorapakN 2 m
x 3 mm, utilizando um fluxo 35 mL/min de hélio como gas de arraste. Ja a segunda refere-se a uma
coluna Carboxen 1000 4,6 m x 2,1 mm, utilizando fluxo de 45 mL/min de nitrogénio como gas de
arraste, e que possui um backflush Haysep P 1 m x 3 mm, enquanto a coluna fixa a temperatura
de 40 °C por 1 min para em seguida executar uma rampa de aquecimento de 20 °C/min até atingir
150 °C, os quais sdo mantidos por 8,5 min assim totalizando 15 minutos de corrida.

A alcalinidade total é um indicador para avaliar a estabilidade do reator durante o processo
de biodigestdao, que, por meio da presenca de carbonatos, bicarbonatos e hidréxidos, apresenta
um efeito tampao para evitar a variagao brusca do pH. Buscando na literatura, recomenda-se que
esse indicador seja na faixa de 2.500 mg a 5.000 mg CaCO3/L (Kunz et al., 2019) e que a relagdo de
alcalinidade intermediaria e parcial (Al:AP) esteja entre 0,3 e 0,4 (Kunz et al., 2019). Na Figura 1A,
é possivel observar que o valor de AT inicialmente estava elevado, porém, a partir da semana de 21
de novembro, passou a condizer com o esperado pela literatura, mantendo-se nesse patamar no
decorrer das semanas, apesar de esporadicamente ultrapassar o valor de 5.000 mg. Isso é refletido
na estabilizacdo do pH em valores propicios a atividade microbiana desejada. Em contrapartida,
a relagdo Al:AP (Figura 1A) apresenta uma razao menor do que a recomendada, indicando que o
reator opera em subcarga. Apesar disso, a alimentacdo nao foi alterada, uma vez que o biodigestor
tem como fungdo produzir indculo, ou seja, sua fungao principal € manter a microbiota viva e ativa.
Caso o reator estivesse tendo uma alimentagdao com uma carga adequada, o inéculo levado a outros



experimentos ainda carregaria consigo um potencial de producdo de biogas, interferindo no préprio
experimento.

Por sua vez, os parametros de DQO e teor de sdlidos totais e volateis tém como intuito avaliar
a quantidade de matéria organica presente no reator, sendo o primeiro mais especifico em relacao
a quantidade de carga orgéanica, enquanto o segundo, além de apresentar a quantidade de carga
organica, embora menos precisa (Meegoda et al., 2018), também mostra o seu perfil em relagdo
a umidade. Na Figura 1B, pode ser observado que a DQO apresentou um comportamento em que
o valor de concentracdo de matéria organica cresce até um determinado pico para em seguida de-
crescer a um valor baixo e assim crescer novamente repetindo o comportamento. Isso se da porque
com o passar das semanas ocorreu o acumulo de matéria organica de digestdo mais demorada, que
com o tempo comecou a ser digerida, assim, refletindo na diminuicdo das concentracdes. Nota-se
gue essa digestdo é auxiliada pela homogeneizacdo de indculo citada anteriormente.
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Figura 1. Principais varidveis acompanhadas na operagdo do biodigestor: (A) Andlise de
alcalinidade. (B) Analise de sélidos e DQO. (C) Amonia livre (mg/L) e relacdo carbono:nitrogénio
(C:N). (D) Composicdo do biogas. O tempo total apresentado foi de 287 dias.

Pela analise de sdlidos (Figura 1B), é possivel observar mais uma vez a estabilidade do sistema
ao mostrar poucas variacdes entre os resultados. Além disso, demonstra que o perfil tratado, o in6-
culo, apresenta uma alta umidade, sendo que tal constituicdo se da gracas ao teor de sélidos totais e
volateis de cada componente da alimentacdo, e de maneira igual sua carga organica, as quais foram
estudadas de modo a garantir a atividade da microbiota presente no indculo.

Tratando da presenca de nitrogénio no sistema, ndo ha na literatura um consenso bem esta-
belecido a respeito da quantidade minima de amoénia livre necessaria para ocorrer um processo
inibitorio na producdo de gas, sendo possivel encontrar valores de 80 mg/L a 375 mg/L (Deublein;
Steinhauser, 2011; Rodriguez et al., 2011). Por causa dessas variacoes, ndo é possivel afirmar



inibicdes no sistema apenas a partir dos dados apresentados na Figura 1C. Porém nele se observa
que a mesma variacao de valores presente nos dados de DQO ocorreu nos dados de amoénia livre, o
que reforca a influéncia da alimentacdao e homogeneizacdo do sistema nos parametros analisados.
Por sua vez, a relacdo C:N apresenta valores menores aos ja definidos na literatura, na qual se re-
comenda que a proporgao esteja entre 20:1 e 30:1 (Kunz et al., 2019). Isso também se justifica pelo
fato de o reator ser de indculo e estar com subcarga.

A respeito da presenca de acidos graxos volateis, por meio de sua andlise, foi observado que
nenhum dcido foi identificado, sendo esse um bom indicativo do funcionamento do processo de
biodigestao, pois, caso houvesse a producdo de acidos, o processo iria apresentar perdas de produ-
¢do, uma vez que eles sao de dificil digestao.

Por fim, como parametro de valida¢do do processo como um todo, estd o estudo da composi-
¢do do gas gerado, do qual se espera a produgdo de 55% a 60% de metano (CH,) e de 25% a 40% de
diéxido de carbono (CO,) (Operagdo..., 2021).

Analisando-se a Figura 1D, observa-se que os valores propostos foram atingidos na maior parte
do tempo, apresentando determinadas semanas, principalmente as iniciais, nas quais o valor de
metano ficou abaixo dos 55%. Ressalta-se, porém, que mesmo os valores estando acima de 55%,
na maioria das semanas, eles comecaram a sofrer quedas, sendo que, nas semanas do dia 15 e do
dia 29 de junho, os valores ficaram abaixo do esperado. Logo, mesmo sendo o intuito trabalhar em
subcarga, a alimentacdo menor que a necessdria pode comecar a prejudicar o sistema.

Ao analisar os dados de monitoramento do reator, tem-se que a criagdao e a manutengao do
reator foram validadas, visto que a produ¢ao de metano esta acima de 55% ao longo das semanas
observadas, e os demais parametros acompanhados também estdo estdveis.

Em contrapartida, ressalta-se que, durante as semanas finais do intervalo analisado, resultados
como produgdo de metano e relagao C:N apresentaram tendéncias de queda, que se persistirem
requerem uma reavaliagdao da alimentagao e dos métodos feitos.
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Gabriel de Szechy Vigna®, Jhenifer Aline Bastos?, Felipe Orcelli Wojcieckowski?, Rafael Moreira Marques®, Rossano
Gambetta*®

A manutencdo de uma fonte estavel de indculo é imprescindivel para a obtencdo de resultados
experimentais reprodutiveis e confidveis no desenvolvimento de pesquisas relacionadas com o pro-
cesso de biodigestdo, principalmente em razdo do grande tempo necessario, medido em semanas,
para o desenvolvimento e a estabilizacdo dos microrganismos que fazem conversdo da matéria or-
ganica em biogas. Dessa forma, faz-se necessaria a utilizacdo de um biodigestor onde seja possivel
estabelecer um estado estaciondrio dos microrganismos presentes no reator, e que eles estejam em
condicOes de se desenvolver assim que inoculados em outros frascos ou bioreatores. O presente
trabalho trata da montagem de um biodigestor com controle de temperatura e agitacao, e medicdo
do biogas produzido, visando a producdo estavel de indéculo.

Termos para indexagao: biodigestor, produgao de indculo, controle de processo.

A histéria brasileira é marcada pela producdo e exploracdo agricola desde os primordios, com
destaque para producdo de acucar, café e borracha nos periodos colonial e imperial. No entanto,
esse dominio de uma Unica cultura foi motivo de crises econdmicas no Pais (Landau et al., 2020).
Apds o processo de industrializacdo e mecaniza¢do da agropecuaria nacional, a partir de 1950, foi
guando a producdo agricola brasileira comecou a despontar, com crescimento consistente e diversi-
ficacdo das culturas (Landau et al., 2020). Em 2006, o Brasil ja apresentava um destaque no cendrio
agropecuario mundial, apresentando um grande potencial de expansao de culturas, como cana-de-
-acucar, mamona, girassol e dendé (Scolari, 2006). Nesse contexto, é notavel a estimativa de 394 Mt
de residuos de biomassa gerada pelo setor agropecuario brasileiro no ano de 2017 (Brasil, 2019),
como uma comprovacao do potencial de produgdo agricola do Pais. Desse modo, o aproveitamento
desses residuos como uma fonte potencial para geracdo de energia representa um ganho de eficién-
cia e sustentabilidade na producdo agropecuaria.

Entre as tecnologias de aproveitamento de residuos para geracao de energia, destaca-se a
biodigestao, como um processo capaz de transformar lixo organico em gas metano. Esse gas apre-
senta-se como uma fonte energética importante, pois pode ser queimado para geracdo de energia
elétrica ou utilizado como substituto ao GLP no uso doméstico em fogdes e fornos. O residuo é
transformado em metano dentro de um biodigestor por processos de fermentacdo anaerdbica.
Desse modo, varias caracteristicas devem ser controladas dentro de um biodigestor para permitir
eficiéncia e qualidade da geracdao de gas combustivel.
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Reatores de maior escala podem ter mecanismos de controle de temperatura e agita¢do (Kunz
et al., 2019). Nesse contexto, observando os fatores computacionalmente controldveis de um bio-
digestor e a capacidade brasileira de geracao de residuos agropecudrios, é objetivo deste trabalho
desenvolver um reator de biodigestdao com agitacdo e temperatura controladas, além de gerar es-
timativas de producdo de biogas e permitir acesso aos dados de funcionamento do sistema em um
computador. Tudo isso com o intuito de cultivar inéculo dentro do biodigestor para utilizacdo em
experimentos de avaliagcdo do potencial metanogénico de diferentes residuos agropecudrios.

Materiais e métodos

O biodigestor montado atende ao propédsito de producdo de indculo para utilizagdo em expe-
rimentos de avaliacdo do potencial metanogénico de residuos organicos, logo, é necessario que o
biodigestor seja mantido sob condicdes ideais de funcionamento. Com esse intuito, foi prototipado
um sistema eletrénico capaz de regular temperatura e agitacdo dentro do biodigestor e realizar esti-
mativas de producdo de biogas.

Estrutura do biodigestor

A estrutura do biodigestor, apresentada na Figura 1a, é composta por um tanque de aco ino-
xidavel de 160 litros com dupla camisa, um tanque de aquecimento de dgua de 100 litros, uma
bomba para recirculacdo de dgua quente e uma resisténcia elétrica de 750 W. A agua é aquecida
pela resisténcia elétrica no tanque de aquecimento e flui pela dupla camisa do tanque de aco inox e,
em seguida, escorre de volta para o tanque de aquecimento em razao do fluxo gerado pela bomba.
A conexdo entre os tanques e a bomba é realizada por meio de espigdes e mangueiras flexiveis. Na
tampa do tanque de inox, é fixado um motor de inducao trifasico ligado a um eixo com pas rotativas
usadas para agitacdo do conteudo do biodigestor. A fim de estimar a geracdo de biogas, é utilizado
um eudidmetro adaptado com um sistema de liberacdo automatica de gas por meio de uma valvula
solenoide. Uma foto do sistema de biodigestdo é apresentada na Figura 1b.
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Figura 1. (a) Esquema do reator de indculo e (b) foto do reator de indculo montado.

Sistema de controle

O sistema de controle do biodigestor é composto por um display de cristal liquido, um micro-
controlador Arduino Mega 2560, trés relés de estado sélido de 40 A, um alarme sonoro, um sensor
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de nivel do tipo boia, trés sensores de temperatura onewire, dois sensores infravermelho, uma val-
vula solenoide e um inversor de frequéncia. Além desses componentes, foram desenvolvidas placas
eletronicas contendo componentes eletronicos genéricos para integracdao dos demais dispositivos.

Todo o sistema é comandado pelo microcontrolador por meio de um cdédigo desenvolvido em
linguagem C++ e bibliotecas préprias do Arduino. No display de cristal liquido, sdo apresentadas
variaveis de processo, tais como temperatura, ativacdo da bomba e poténcia da resisténcia. Os relés
de estado sélido sdo utilizados para acionamento da bomba, da vélvula solenoide e da resisténcia
elétrica. Os sensores de temperatura sdo fundamentais para monitoramento e regulacdao da tempe-
ratura do inéculo.

Um sensor de nivel do tanque de aquecimento é utilizado para verificar se a dgua esta acima
do nivel da resisténcia, sendo fundamental para evitar dano a resisténcia por superaguecimento.
O alarme sonoro é utilizado para indicar a ocorréncia de alguma falha, a exemplo do nivel baixo de
agua no tanque de aquecimento. Para controle da agitacdao do biodigestor, é utilizado um inversor
de frequéncia subordinado ao microcontrolador, e é configurada uma rotacao fixa de 100 RPM com
uma rampa de 5 segundos. No sistema automatico de liberagdao de gds do eudiometro, sdo utiliza-
dos os dois sensores infravermelhos para identificacdo do nivel de agua do dispositivo e a valvula
para liberacdo de gas quando o nivel minimo é percebido.

Logica de operagao e software

O software desenvolvido para controle do sistema se baseia em rotinas desencadeadas por
temporizadores e por interrupcdes de periféricos. A regulagem de parametros do biodigestor é rea-
lizada de modo ciclico. A bomba e o sistema de aquecimento sdo desligados a cada 1 hora, por 5 mi-
nutos, com o intuito de poupar o tempo de uso da bomba. A agitacdo do indculo é acionada a cada
12 horas por um periodo de 15 minutos e o sistema de controle possui um periodo de amostragem
de 10 segundos. O sistema de estimacao de producdo de gas gera um pulso de interrupcdo cada vez
gue os niveis maximo ou minimo do eudiémetro sdo detectados pelos sensores.

O pulso do nivel minimo desencadeia a abertura da valvula solenoide, enquanto o pulso do
nivel maximo gera seu fechamento. E implementado um sistema de controle proporcional integral
com base na temperatura. Nesse sistema, a poténcia necessaria na resisténcia depois de amos-
tragens da temperatura é dada pelas Equacgdes 1 e 2. A poténcia deduzida pela férmula é aplicada
fragmentando-se o tempo em que a resisténcia mantém-se ativada durante o ciclo de 10 segundos.
Esse ciclo também representa o periodo de amostragem do controle.

P = pP *(E *AT + L* aikAT Equacdo 1: Dedugdo da poténcia ne-
3 k

res max 20 a4 cessaria na resisténcia.
a=1
Equacdo 2: Diferenga de temperatura

ATk — T f - Tk com relacdo a referéncia.

re

em que:

p = Poténcia aplicada na resisténcia apds a k-ésima
res amostragem.
P

= Poténcia maxima da resisténcia.

Temperatura de referéncia

(valor de temperatura que se deseja atingir).

T = Temperatura lida na k-ésima amostragem.



Ainda foi desenvolvido um programa em linguagem de programacao Python para interpretacao
e comunicacdo dos dados obtidos no sistema. Um computador é conectado ao microcontrolador
por meio de um cabo USB, e as informag¢des do controle do sistema sdo escritas em um arquivo de
texto nesse computador a cada 10 segundos.

Sistema supervisdrio

Como medida de segurancga, foi implementado um sistema de supervisdao para o controle de
temperatura. Um segundo microcontrolador foi programado para verificar a temperatura do banho
térmico do biodigestor periodicamente. Esse microcontrolador tem controle sobre a energizacdo
da resisténcia do sistema e pode interromper seu funcionamento caso seja verificado superaqueci-
mento. Os dados coletados no sistema supervisério também sdao armazenados no computador por
meio de um cabo USB.

O biodigestor estd operacional e produzindo indculo por mais de 6 meses. Durante todo esse
periodo, foram acumulados dados sobre sua dindmica de funcionamento. O sistema de controle de
temperatura conseguiu manter as condig¢des ideais de aguecimento para o indculo. De modo geral,
ha uma reducdo de temperatura menor que meio grau durante o periodo de 5 minutos em que o
sistema é desativado para poupar a bomba, como visto na Figura 2a. Essa diferenca de temperatura
ndo é significativa para impactar a geracao de inéculo.
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Figura 2. (a) Temperatura média no banho e (b) a poténcia elétrica aplicada
na resisténcia (das 7h as 11hs do dia 11/7/2023).

Na Figura 2b, é apresentada a poténcia entregue pela resisténcia elétrica, onde se observa que
o controle de temperatura apresenta uma resposta subamortecida, sendo necessario manter esse
comportamento, dado o alto tempo para o equilibrio térmico. Também é possivel observar a satu-
racao da poténcia nos momentos mais frios do dia, ndo chegando a afetar o equilibrio do controle
do biodigestor. Contudo, isso indica que uma resisténcia de maior poténcia deve ser instalada para
garantir maior velocidade de aquecimento.

Cada ativacdo da valvula solenoide para liberacdo de gds do eudidmetro é registrada no com-
putador que acompanha o sistema. O intervalo entre ativagdes pode ser usado para estimar a vazao



de gas produzido com base no volume deslocado de 4gua no eudiémetro. Os sensores infraverme-
Ihos identificam um valor fixo de dgua deslocada no dispositivo. Desse modo, foi possivel construir o
grafico da Figura 3a ao se realizar a divisdo entre o volume deslocado e o intervalo de tempo entre
ativagGes da vdlvula solenoide.
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Figura 3. (a) Vazdo medida de biogés e (b) producdo acumulada de biogas (entre 10/7/2023 e 11/7/2023).

E possivel observar na Figura 3 que foi realizada a alimentacdo do reator, antes das 15h do dia
10/7/2023, por causa do subito aumento de geracdo de biogas. Além disso, é possivel visualizar com
frequéncia uma elevacdo da vazdo de gas concomitantemente com a ativacdo da agitacdo do indcu-
lo. Isso pode ocorrer pela liberagdo de gases antes presos no substrato do biodigestor, em virtude
da movimentacdo de seu conteldo. Na Figura 3b, € mostrado o acumulado de gas liberado ao longo
dos dias 10/7/2023 e 11/7/2023. E visivel um intervalo de tempo entre 20h do dia 10/7/2023 e 15h
do dia 11/7/2023 em que a vazdo de gas é aproximadamente constante.

O biodigestor foi montado e operacionalizado de forma a manter um indculo reprodutivel ao
longo do tempo, para que todos os experimentos subsequentes possam ser compardveis entre si.
Além disso, o biodigestor foi montado com partes de baixo custo, como o Arduino, e equipamentos ja
presentes no laboratdrio.
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O 4acido gliconico (AG) é um composto quimico versatil com aplicacdo na industria de alimen-
tos, metalurgica, farmacéutica, construcao civil, entre outros. Sua producdo a partir de biomassa
lignoceluldsica é uma oportunidade de aproveitamento de biomassas vegetais residuais. Neste tra-
balho, os principais gargalos para a sintese de AG a partir de biomassa vegetal sdo apresentados e
discutidos. Considerando um processo totalmente enzimatico em que a hidrdlise de celulose para
a liberacdo de glicose e a conversdo dela em AG ocorrem simultaneamente, varios efeitos de ini-
bicdo podem ocorrer, limitando a acdo das enzimas hidroliticas. Para avaliar esses efeitos, ensaios
de hidrélise de bagaco de cana-de-acucar pré-tratado foram realizados na presenca de diferentes
concentracdes iniciais de glicose e AG. Além disso, sabendo que a producdo de AG causa queda do
valor de pH do meio reacional, o efeito inibitdrio causado por alguns agentes de neutralizacdo do
pH também foram investigados. Os resultados obtidos demonstraram que a glicose é um inibidor de
celulases mais forte que o AG e que o tampao citrato é o melhor agente para manutencdo do pH do
meio reacional. Neste estudo, ndo foi realizado o processo de hidrdlise de celulose e sintese simul-
tanea de AG. Entretanto, os ensaios simulando esse processo permitiram concluir que ele pode ser
vantajoso, comparado ao respectivo processo com etapas de hidrdlise e sintese separados, pois, ao
diminuir o efeito de inibicdo por glicose, a reducdo do tempo de reacdo e o aumento do rendimento
na producdo de AG sao reduzidos.

Termos para indexagdo: inibicdo de celulases, acido gliconico, glicose.

Acido glicdnico (AG) é um composto quimico versétil e aplicado como aditivo em alimentos,
agente quelante e de limpeza de superficies. Além disso, pode ser usado na fabricacdo de metal e
couro, ou como retardador e plastificante na industria de concreto (Ramachandran et al., 2006).

Dados indicam que a producdo de AG pode atingir concentragcGes de até 422 g/L por rotas fer-
mentativas (Ma et al., 2022) e 324 g/L por rota enzimatica (Mu et al., 2019). Entretanto, é necessa-
rio utilizar solugdes concentradas de glicose para se obter teores maiores de AG. Tais solu¢des sao
obtidas a partir de fontes amildceas ou sacarinas. Visando a reduzir a competicdao por matérias-pri-
mas alimentares e fazer uso de residuos agroindustriais, as biomassas vegetais ou lignoceluldsicas
vém sendo avaliadas como fontes de glicose.

Dados da literatura utilizando celulose para obtencdo de glicose e sequencial sintese de AG sao
escassos, e 0s baixos teores de glicose obtidos nos processos descritos exigem etapas de concentra-
¢do antes da aplicacdo na sintese de AG (Dai et al., 2022).
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A obtencdo de elevado teor de glicose a partir da hidrélise de biomassa vegetal é dificil. Além
do acesso limitado das enzimas a celulose, o efeito de inibicdo da glicose (principal produto rea-
cional) e de outras moléculas soltveis presentes no meio comprometem o rendimento (Kim et al.,
2011; Mutrakulcharoen et al., 2020; Paulraj Gundupalli et al., 2021).

Neste estudo, a inibicdo de celulases causada pela glicose, AG e Na* foi avaliada com o objetivo
de gerar dados que suportem uma futura reacdo de hidrdlise de celulose e sintese de AG simultanea-
mente (Figura 1).

HIDROLSE DA
CELULOSE
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Figura 1. Hidrdlise da celulose e sintese do acido gliconico simultaneo.

Pré-tratamento de bagac¢o de cana-de-aglcar. Bagaco de cana Saccharum officinarum L. (ce-
dido pela usina Jalles Machado) foi pré-tratado por meio do processo organosolv modificado com
razdo solido:liquido de 1:6 (m/v), sistema de solvente contendo etanol:agua (1:1), (v/v), temperatu-
ra de 180 °C por 4 horas (Nogueira et al., 2023).

Hidrodlise enzimatica da biomassa. Biomassa pré-tratada foi submetida a hidrélise enzimatica
empregando enzima Cellic CTec3 como agente catalisador (15 FPU/g de biomassa).

Efeito de inibicao por glicose e acido gliconico. No inicio do processo de hidrdlise enzima-
tica, foram adicionadas nove diferentes concentra¢des de glicose ou dacido gliconico, na faixa de
0,05 mol/La 0,75 mol/L. Os ensaios foram realizados em placas Deep-Weel de 24 pogos, volume final
de 5 mL, 5% m/v de biomassa pré-tratada, pH 5 (tamp3ao citrato de sdédio/acido citrico 0,1 mol/L),
a 50 °C e agitacdo de 250 rpm. Como o 4acido foi adicionado na forma de acido D-glicénico sal de
sédio, como controle, também foram realizados ensaios na presenca das mesmas concentragdes de
ion Na*, adicionado ao sistema na forma de NaCl.

Efeito do agente controlador de pH. O efeito do controle de pH por tamp3o citrato de sddio/
acido citrico 0,1 mol/L ou pela adigdo de hidroxido de amdnio ou hidréxido de sédio foi avaliado em
biorreator. Volume final do reator de 750 mL, 10% m/v de biomassa pré-tratada (massa total fracio-
nada em quatro alimentacdes), a 50 °C, agitacdo de 300 rpm e pH=5.

Andlise dos produtos. Concentragdo de glicose e AG foram determinadas por cromatografia
liquida (Agilent Infinity 1260): coluna HPX-87H BioRad a 45 °C; fase moével H,SO, 5 mM com vazdo
0,6 mL/min; detector RID a 40 °C e DAD 210 nm.

A hidrélise enzimatica da celulose presente em biomassa vegetal é negativamente afetada pela
falta de acesso das enzimas a celulose e pela inibicdo pelo produto (glicose) e outras moléculas



solliveis no meio reacional. Para superar a falta de acesso das enzimas, o bagaco da cana utilizado
neste estudo foi pré-tratado por processo organosolv, no qual mais de 90% da lignina é removida
e uma celulose com aproximadamente 70% de pureza é obtida. A hidrdlise enzimdtica dessa bio-
massa atinge rendimento préximo ao maximo tedrico e permite a obtencdo de hidrolisados com
concentragdo de até glicose 100 g/L na presenca de alta carga de sdlidos.

O acumulo de glicose no meio reacional (nesse estudo isto é simulado pela adicdo de diferentes
quantidades de glicose ja no inicio da reacdo) desacelera sensivelmente a velocidade de reacdo cata-
lisada por celulases (barras azul-escuras da Figura 2). Para contornar esse problema, a glicose produ-
zida pode ser simultaneamente removida do meio reacional (utilizando reatores de membrana, por
exemplo) ou convertida em outra molécula, como o acido gliconico, por exemplo. Dados publicados
por Cannella et al. (2012) indicam que AG é um inibidor de betaglicosidases (enzimas que convertem
oligossacarideos em glicose) mais forte que a glicose. Entretanto, os autores afirmam que esse efeito
pode ndo ser percebido em reatores em que a concentracdo de AG é baixa em relacdo a concentracdo
de glicose. No processo de hidrélise de celulose e sintese simultanea de AG a ser realizado futura-
mente, havera elevada concentracdo de AG no meio reacional durante a hidrdlise enzimatica. Entdo,
para verificar o efeito de inibicdo do AG em elevadas concentracdes sobre a acdo de celulases, ensaios
similares ao descrito acima foram realizados substituindo glicose por acido gliconico, e os resultados
obtidos sdo apresentados na Figura 2 (barras verdes).

A comparacdo do efeito de inibicdo causado por glicose e AG pode ser visualizada no gréfico
apresentado na Figura 3, em que, para uma mesma concentragao inicial do inibidor, a quantidade
de glicose liberada pela agao das celulases no sistema inibido por glicose (eixo y) é dividida pela
quantidade de glicose liberada pela a¢do das celulases no sistema inibido por AG (eixo x). Se a quan-
tidade de glicose liberada pela agao das enzimas é a mesma nos dois sistemas, o ponto desse grafico
é posicionado exatamente sobre a reta de referéncia, cujo coeficiente angular é igual a 1. Nos casos
em que ha menor quantidade de glicose liberada pelas enzimas no sistema inibido por AG, quando
comparado ao sistema inibido por glicose, o ponto é posicionado acima da reta de referéncia, e nos
casos em que a quantidade de glicose no sistema inibido por AG é maior, o ponto é posicionado
abaixo da reta de referéncia. Em outras palavras, para uma mesma concentrag¢do inicial de inibi-
dor, se a inibicdo das enzimas é mais afetada por glicose que por AG, o ponto no grafico da Figura
3 fica abaixo da reta de referéncia. Entretanto, se o AG é o inibidor mais forte, o ponto fica acima
da reta de referéncia. O efeito de inibicdao foi avaliado em trés estagios da hidrélise enzimatica: 1)
com 4 horas de reagdo: ocorre a liquefagdo da celulose (liberagao de oligossacarideos pela agao de
endoglucanases e exoglucanases); 2) apds 7 horas de reacao: ha elevada concentragdo de oligos-
sacarideos e intensa liberagao de glicose devida a a¢do de beta glicosidases; e 3) apds 24 horas de
reacao: o sistema reacional tende ao equilibrio, ou seja, um tempo suficiente para hidrélise quase
completa em um sistema com baixa carga de sélido. Em todos os estagios da reac¢do, o grafico da
Figura 3 confirma que a inibicao causada por glicose sobre as celulases totais é mais forte que a ini-
bicao causada por AG.
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Figura 3. Comparacgdo das quantidades de glicose em sistemas celuloliticos inibidos
por diferentes concentragdes iniciais de glicose e acido gliconico.

Pode-se observar que a conversdo da glicose em AG durante a hidrélise enzimatica de celulose
é benéfica, pois reduz a inibicdo pelo produto da reacao, favorecendo a producdo de AG. Por outro
lado, é preciso considerar que tanto o avanco da hidrdlise da celulose quanto a producdo de AG cau-
sam a queda do valor de pH no meio reacional, e o tipo do agente de neutralizacdo utilizado pode



afetar a acdo das celulases. Trés agentes de neutralizacdo foram investigados, e os resultados sdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo de glicose apds hidrolise enzimatica de bagago de cana-de-agucar
pré-tratado utilizando diferentes agentes de neutralizagdo de pH.

Tampao citrato 74,7
Hidréxido de aménio (NH,OH) 66,0
Hidroxido de sédio (NaOH) 58,7

O tampado citrato é o melhor agente de neutralizagdo. Uma reducdo de quase 12% no teor de
glicose ocorre quando NH,OH substitui o tampdo. Para o NaOH a redugdo na concentragdo de glico-
se em relacdo ao tampdo é de 21%. Concentracdes de biomassa maiores que 10% m/v intensificam
este efeito.

Acido gliconico apresenta efeito inibitério menor que a glicose sobre a ag3o de celulases, favo-
recendo o processo simultaneo de hidrélise de celulose e sintese de AG. Neste processo, alguns gar-
galos tanto da hidrdlise enzimatica quanto da sintese de AG sao eliminados. Por exemplo, a inibigdo
por glicose sobre as celulases é reduzida e a viscosidade do meio reacional para a sintese de AG se
mantém baixa, favorecendo o transporte de massa.
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A estonagem enzimatica é um processo no qual celulases sdo aplicadas em tecidos a fim de
proporcionar uma aparéncia desbotada, com toque mais macio e maledvel. Este trabalho teve por
objetivo desenvolver uma metodologia de processo de estonagem enzimatica de denim (tecido de
algodao) utilizando equipamento de bancada. Utilizou-se para isso a enzima Akmey Biotecnologia
Téxtil BioKey STLV. Estudaram-se diversas varidveis, como relacdo de banho, quantidade e tipo de
abrasivos, disposicdo do tecido no reator e tempo de processo. O melhor resultado de estonagem
foi obtido nas seguintes condicdes de processo: denim disposto de forma cilindrica encostado nas
paredes da caneca, tratado com enzima BioKey STLV a 0,7% (m/m) com tamp3o de acido acético/
acetato de sddio 0,1 mol/L pH 5,0 utilizando sete esferas de vidro e 30 g de pirdmide PET em 2 horas
de processamento. Nessas condicées, foi observado que o tecido tratado apresentou coloracdo des-
botada em relacdo ao controle. A diferenca de cor entre o controle e a amostra estonada foi mensu-
rada com auxilio de colorimetro de reflectancia e mostrou-se significativa (AE igual a 5,14). Estudos
posteriores devem ser feitos para avaliar a resisténcia a tracdo dos tecidos tratados a fim de garantir
gue ela é conservada ao final do processamento.

Termos para indexagao: algodao, estonagem, colorimetria, celulases.

A producdo de tecidos passa por processos que necessitam de agentes quimicos toéxicos, que
geram uma grande quantidade de efluentes prejudiciais ao meio ambiente e a saide humana. A
industria téxtil é responsavel por aproximadamente 20% da poluicdo de recursos hidricos, liberando
metais pesados, detergentes e corantes. Para a melhoria dos processos da industria téxtil, a fim de
torna-los mais sustentdveis, enzimas tém sido utilizadas na eliminacdo de impurezas e em processos
como desengomagem e estonagem. Entre as enzimas aplicadas nesses processos estdo as amila-
ses utilizadas durante a desengomagem e as celulases utilizadas durante a estonagem do algodao
(Kumar et al., 2021).

Durante a estonagem do denim, ocorre o desbotamento de tecidos de algodao, por meio da
remocado do corante indigo da superficie do algodao tingido. Esse processo inicialmente era realiza-
do utilizando substancias quimicas, como permanganato de potdssio, hipoclorito de sédio e pedra
pomes. Entretanto, esses processos apresentam limitacdes como o desgaste do tecido, além da
grande quantidade de pedra pomes necessaria para o tratamento. Celulases sdo capazes de catali-
sar a clivagem da celulose e surgem como uma alternativa para realizagcdao desse processo por meio
da ruptura da ligacdo quimica entre as fibras do tecido e o corante (Sen et al., 2021).
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Tecidos e enzimas

Utilizou-se um tecido denim azul 100% algoddo de aproximadamente 260 g/m? corado com
indigo blue (comprado de Silvenina Uniformes Ltda.). Duas composi¢des enzimaticas comerciais
foram utilizadas: composicdo enzimatica alfa amilase para desengomagem Akmey Biotecnologia
Téxtil BioKey BLSH e composicdo enzimatica para estonagem Akmey Biotecnologia Téxtil BioKey
STLV.

Desengomagem

O tecido foi desengomado no equipamento de tingimento Mathis Alt-FIVE. Foram utilizadas
tiras de denim cortadas em medidas que variaram de 4,5 g a 8 g. Foi mantida uma razdo de banho
de 1:10, que representa a relacdo entre a massa de tecido e o volume de solu¢do enzimatica presen-
te em cada caneca. A enzima BioKey BLSH foi adicionada em cada caneca de 200 mL na quantidade
de 1% (v/v) em tampao acido citrico/citrato de sédio ou acido acético/acetato de sédio 0,1 mol/L e
pH 5,0. As amostras de tecido foram incubadas no equipamento por 30 min, a 70 °C a 180 rpm.

Estonagem

Apdbs a desengomagem, retirou-se a solucdo enzimdtica das canecas. Para a estonagem, a
BioKey STLV foi adicionada em cada caneca de 200 mL na quantidade de 0,7% (m/m) em tamp3o
de acido citrico/citrato de sddio ou acido acético/acetato de sédio 0,1 mol/L e pH 5,0. As amostras
foram incubadas por 60 min, a 60 °C a 180 rpm. Apds o processamento, os tecidos foram lavados em
agua corrente e secos overnight em estufa a 50 °C. Algumas varidveis foram estudadas, como adicdo
de abrasivos, relacdo de banho, forma de insercdo do tecido na caneca e tempo de reacdo. Para
todos os tratamentos, fez-se um controle com solucdo tampao sem adicdo da enzima. As variaveis
foram estudadas da seguinte forma:

Relagao de banho

Os tecidos foram adicionados as canecas e a composicao enzimatica BioKey STLV foi adicionada
de trés diferentes formas: a) sdélida (pulverizada sobre o tecido umido), b) dissolvida em 10 mL de
tamp3o acido citrico/citrato de sddio e c) dissolvida em 20 mL de tamp3&o de acido citrico/citrato de
sddio. Nas trés condicdes, utilizou-se a quantidade de 0,7% (m/m) de BioKey STLV e adicionaram-se
cinco esferas de vidro (12 mm de didmetro) como abrasivo.

Forma de inser¢ao do tecido na caneca

Os tecidos foram adicionados as canecas de duas formas diferentes:

Figura 1. Formas de inser¢ao do tecido denim
as canecas: x) com o centro do tecido tocando
o fundo da caneca e y) em formato cilindrico,

em contato com as paredes da caneca.




Tempo de reagao

Testaram-se os tempos de 1 hora e 2 horas de reagao.

Abrasivos

Os tecidos e a composicao enzimatica BioKey STLV sdo adicionados as canecas juntamente
com os abrasivos de trés diferentes formas: a) sem abrasivos, b) cinco esferas de vidro de 12 mm de
diametro e c) sete esferas de vidro, sendo duas de 19 mm e cinco de 12 mm de diametro e 30 g de
piramide PET de aproximadamente 6,5 mm de lado.

Utilizou-se o colorimetro de reflectancia modelo CR-400, da marca Konica Minolta, calibrado
com iluminante D65. As medicdes foram realizadas em trés pontos de cada corpo de prova no espa-
¢o de cor CIE XYZ convertida para o espaco Lab* (CIELAB). A partir disso, foram calculados os deltas
L*, a* e b* e E*, em que L* é a varidvel associada com luminosidade e a* e b* sdo as coordenadas
cromaticas, sendo a* associada com a coordenada vermelha/verde e b* associada com a coorde-
nada amarela/azul nesse espaco de cor Lab*. A distancia geométrica entre os pontos do espago de
cor de tecidos diferentes é representada pela varidvel E*, calculada a partir das varidveis L*, a* e b*.

Apds os tratamentos enzimdticos (Tabela 1), as amostras de tecidos foram fotografadas e
podem ser observadas na Figura 2.

Tabela 1. CondicGes de processo das amostras de denim da Figura 2.

A Sem enzima (denim N3o processado  N&o processado Sem abrasivos Nao
bruto) processado
B Sem enzima (controle) 20 Formato Sete esferas 2
cilindrico e 30g de PET
C 7,2 130 Centro tocando Sem abrasivos 1
fundo da
caneca
D 0,7 Pulverizada sob Centro tocando  Cinco esferas 1
tecido fundo da
caneca
E 0,7 10 Centro tocando  Cinco esferas 1
fundo da
caneca
F 0,7 20 Centro tocando  Cinco esferas 1
fundo da
caneca
G 0,7 20 Formato Sete esferas e 1
cilindrico 30 g de PET
H 0,7 20 Formato Sete esferas e 2
cilindrico 30 g de PET

Observando-se as imagens obtidas, nota-se que o desbotamento do tecido ocorreu de forma
pontual nos tratamentos D, E e F. Nesses tratamentos, a disposi¢cdo do tecido ndo foi ideal. Nos
tratamentos G e H, o desbotamento mostrou-se mais homogéneo. Esse desbotamento mais bem



distribuido deve-se principalmente a disposi¢cdo do tecido na caneca, visto que toda a superficie
do tecido estava exposta. Além disso, uma maior quantidade de abrasivos também foi utilizada
nessas amostras.

Figura 2. Imagens de amostras de tecido apds tratamento enzimatico.

A partir dos dados de colorimetria (Tabela 2), é possivel comparar a variagao dos aspectos co-
lorimétricos observados entre duas amostras diferentes ao se calcular a distancia geométrica entre
os pontos medidos em um espaco de cor tridimensional. Foram avaliadas somente as amostras que
apresentaram uma estonagem no tecido todo.

Tabela 2. AE* entre as amostras de tecido submetidas ao tratamento enzimatico.

B 2,10 1,46 514
3,06 5,63
G 4,05

AE* foram classificados da seguinte maneira: AE < 1 — diferenga imperceptivel; 1 < AE < 2 — diferenga quase imperceptivel;
2 < AE < 3,5 — diferenca perceptivel, mas pequena; 3,5 < AE < 5 — diferenga perceptivel; AE > 5 — diferenga consideravel.

AE é a distancia geométrica entre pontos no espaco de cor Lab* de dois tecidos diferentes,
calculada a partir da raiz quadrada da soma dos quadrados da diferenca entre as coordenadas



de dois tecidos processados, indicando a variagdao de cor dos tecidos em relagdo a cada par de
tratamentos. Os eixos horizontais e verticais representam diferentes tratamentos, e a intercessao
desses corresponde a diferenca de cor entre esses dois tratamentos. Espacos de intercessao va-
zios representam diferenca nula entre as amostras de tecido comparadas ou que ja tiveram sido
apresentadas na Tabela 1.

Observando-se os valores obtidos do AE, comparando-se diferentes tratamentos de denim, foi
notada uma diferenca de cor consideravel entre o disposto de forma cilindrica encostado nas pare-
des da caneca com BioKey STLV e 2 horas de processamento e os demais tratamentos, justificado
por apresentarem uma distancia geométrica no espaco de cor Lab™ entre 4 e 6. Ja entre o disposto
de forma cilindrica encostado nas paredes da caneca com BioKey STLV e 1 hora de processamento e
o controle e o BioKey STLV sem abrasivos foi observada uma diferenca perceptivel, embora peque-
na, como foi constatado com base na escala de valores de AE mencionada anteriormente. Entre o
controle e o processamento sem abrasivos, foram notadas diferengas pouco perceptiveis também.

Com base na comparagdo feita, nota-se que existem trés fatores capazes influenciar o desbo-
tamento do tecido durante a estonagem enzimatica: presenga de abrasivos, dura¢ao do processo e
disposi¢do do tecido na caneca.

Conclui-se que entre as varidveis que influenciam no processo de desbotamento do tecido du-
rante o processo de estonagem utilizando enzimas comerciais, estdo o uso de abrasivos, forma de
insercdo do tecido na caneca e a duracdo do processo. As melhores condicdes de processo foram
denim disposto de forma cilindrica encostado nas paredes da caneca, tratado com enzima BioKey
STLV a 0,7% (m/m) com tampdo de acido acético/acetato de sddio 0,1 mol/L pH 5,0, utilizando sete
esferas de vidro e 30 g de piramide PET em 2 horas de processo. Estudos posteriores necessitam ser
feitos a fim de avaliar se as propriedades fisicas dos tecidos apds os tratamentos sdo mantidas.

KUMAR, D.; BHARDWAJ, R.; JASSAL, S.; GOYAL, T.; KHULLAR, A.; GUPTA, N. Application of enzymes for an eco-friendly approach to textile processing.
Environmental Science and Pollution Research, v. 30, n. 28, 2021. 71838.

SEN, A., KAPILA, R.; CHAUDHARY, S.; NIGAM, A. Biotechnological applications of microbial enzymes to replace chemicals in the textile industry: a re-
view. Journal of the Textile Association, v. 82, n. 2, p. 68-73, 2021.
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A biomassa lignoceluldsica se apresenta como uma matéria-prima promissora para producao
de compostos quimicos de base renovavel. Porém a plena utilizacdo dos acucares presentes em
hidrolisados lignoceluldsicos exige microrganismos capazes de tolerar os compostos inibidores pre-
sentes neles. Dentre os compostos inibidores, destaca-se o acido acético, o qual pode inibir comple-
tamente o metabolismo microbiano. Visando a producdo de acido xilénico (AX) a partir de hidroli-
sados lignoceluldsicos, foi construida uma linhagem de Komagataella phaffii expressando a enzima
xilose desidrogenase (XDH) — Kp-XDH. Para aumentar a tolerdncia dessa linhagem a acido acético e,
possivelmente, ao AX, foi superexpresso na levedura o fator de transcricdo HAA1 — Kp-XDH-HAA1.
Uma terceira linhagem expressa somente o HAA1 — Kp-HAA1 e ndo é capaz de produzir AX porque
ndo possui a enzima XDH. Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da superexpressdo de
Haal na producdo de AX. Para tanto, o desempenho das trés linhagens de K. phaffii contendo XDH,
Haal, XDH-Haal foi comparado em diferentes condi¢des de cultivo com a adicdo de acido acético e
em reciclo de suas células. Os resultados demonstram que o fator de transcricdo promove aumento
da tolerancia da levedura ao acido acético, sendo que a sua melhor producdo de acido xilonico é em
concentracdes de 2 g/L de acido acético. Além disso, o reciclo das células pode ser uma importante
chave para o aumento da producdo de acido xilénico, ja que as linhagens de levedura se adaptam
ao meio de cultivo.

Termos para indexacdao: Komagataella phaffii, biomassa lignoceluldsica, acido acético, acido
xilénico, xilose.

O uso de energias renovaveis se torna cada vez mais necessario na vida dos seres humanos
por causa da diminuicdo de fontes ndo renovaveis a cada ano. No Brasil, 43,2% da matriz energética
advém de energias renovaveis (Weber et al., 2018). Por isso, produtos e subprodutos gerados a par-
tir de biomassas para producdo de biocombustiveis estdo sendo cada vez mais utilizados e criados.
A biomassa lignoceluldsica pode ser utilizada para obtencdo de alcoois (Bull, 1994), precursores de
biopolimeros (Govil et al., 2020), acidos organicos, e outros compostos. O acido xilonico é um acido
orgéanico que pode ser utilizado como aditivo de cimento (Byon-Wa et al., 2006), plastificante (Jin et
al., 2022) e para obtencdo de etilenoglicol (Zhanget al., 2020).

A biomassa lignoceluldsica é formada, principalmente, por celulose, hemicelulose e lignina
(Junmengetal., 2017). Apesar de ser um composto de ampla acessibilidade, existem desafios para
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sua utilizagdo, como a obtenc¢ao de organismos capazes de tolerar produtos do hidrolisado, como
o acido acético, e que sdo capazes de metabolizar pentoses e hexoses (Ferreira, 2022). Portanto, o
objetivo deste trabalho é avaliar se linhagens geneticamente modificadas para producao de acido
xilonico podem ter melhor desempenho quando superexpressando o fator de transcricdo HAA1 —
Kp-HAAL. Para tanto, utilizou-se de Komagataella phaffii para expressar dois genes de interesse,
o Haal e o XDH_HL. Posteriormente, esses dois genes foram inseridos em uma mesma linhagem
kpXDH-Haal. Essas acdes possuem como objetivo a criagdo de uma linhagem que resiste aos 4ci-
dos fracos, o que é o papel do gene Haal, e que, ao mesmo tempo, possui uma maior produtivi-
dade de conversao da xilose, por meio do gene XDH. Dessa forma, neste trabalho, o desempenho
dessas linhagens de K. phaffii foi avaliado em diferentes condi¢des de processo, como a presenca
e auséncia de acido acético, no reciclo de células e em meio contendo hidrolisado lignoceluldsico.

Este trabalho utiliza as linhagens Kp-HAA1 (Paes, 2021), Kp-XDH (Ramos et al., 2021) e
Kp-XDH-HAAL1 (Ferreira, 2022).

Foram utilizados meios de cultura YPD agar, YPD, YPX, YPDX e hidrolisado de cana, além de tam-
pao ftalato de potdssio para tamponar o pH dos meios de cultura em 5,5. O meio YPD constitui-se
de extrato de levedura 1% (peso/vol), peptona 2% (peso/vol) e glicose 20 g/L. Para o meio sélido,
foi acrescentado agar bacterioldgico a 2% (peso/vol). No meio YPX, a glicose do YPD foi substituida
por xilose 20 g/L. Para o meio com hidrolisado, foi utilizado 20% desse composto diluido em agua
destilada.

Para a avaliacdo do desempenho das linhagens, a linhagem desejada foi inoculada em 30 mL
de YPD como pré-indculo. Apds o crescimento desse pré-indculo em um shaker durante 12 horas,
200 rpm e 28 °C, inocularam-se as leveduras em 40 mL do meio de cultura desejado em frascos
Erlemneyer de 250 mL. Entdo, os frascos foram incubados nas mesmas condicdes anteriores. A cada
24 horas, era medida a densidade éptica a 600 nm em um espectrofotbmetro (OD600) e amostras
de sobrenadante do meio eram coletadas para andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O efeito da expressao do fator de transcricdo HAA1 na tolerancia ao acido acético e na produ-
¢do de AX foi avaliado pelo cultivo das linhagens Kp-XDH, Kp-HAA1 e Kp-XDH-HAA1 em meio YPX
suplementado com 0, 2 g/L e 4 g/L de acido acético (AA). Os resultados do experimento demons-
tram que o comportamento das trés linhagens é parecido em concentragGes de 0 g/L e 2 g/L, exceto
pela maior velocidade no consumo de AA pelas linhagens superexpressando HAA1 (Figura 1). O
mesmo padrado foi observado no meio com 4 g/L de AA (Figura 2), em que o crescimento celular da
levedura foi bastante reprimido. Em relagdo ao consumo dos 15 g/L de xilose acrescidos no comecgo
do experimento para produgao do acido xilénico, durante o experimento, a linhagem recombinan-
te Kp-XDH-HAA1 consumiu melhor a xilose nas concentragdes de 0 g/L e 2 g/L do que a linhagem
Kp-XDH, consequentemente, a produc¢ado de acido xilénico teve seu maior desempenho nessa linha-
gem recombinante.
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Figura 1. Perfil fermentativo em meio YPX + AAO g/L (1), 2 g/L(2) e 4 g/L (3) usando as linhagens Kp-XDH (A),
Kp-XDH-HAA1 (B) Kp-HAA1 (C). Experimento realizado em triplicata e dados médios e desvio padrdo plotados.

Na concentracdo de 4 g/L, como havia uma grande condi¢do de estresse, o crescimento ce-
lular foi quase inexistente, com uma pequena énfase na linhagem Kp-HAA1 que conseguiu resistir
mais a esse composto. Também houve menor producao de acido xilonico. As linhagens Kp-XDH e
Kp-XDH-Haal produziram 9,16 g/L e 10,18 g/L de AX na presenca de 2 g/L de AA, enquanto, na pre-
senca de 4 g/L de AA, produziram somente 1,93 g/Le 1,76 g/L de AX.
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Figura 2. Perfil fermentativo em meio YPDX das linhagens Kp-XDH (A) e Kp-XDH-HAA1 (B).
Experimento realizado em triplicata e os valores médios sdo apresentados.

Para o reciclo das células, todas as células eram coletadas do meio por centrifugacdo e trans-
feridas para um novo meio a cada ciclo. Conforme esperado, os resultados demonstram que a cada
reciclo novo a biomassa das linhagens era maior (Figura 2). Consequentemente, com um maior
nuimero de células, a quantidade de xilose colocada no meio (10 g/L) foi consumida completamente
a cada reciclo. A glicose foi consumida em sua totalidade rapidamente pelas linhagens. Ndo se ob-
servaram diferencas significativas na producdo de AX pelas duas linhagens ao longo do experimento
(Figura 2). Com base nos resultados, nota-se que a quantidade de xilose pode ter sido limitante para
se observar variagdes na produc¢do de AX, e um novo experimento com concentragdes crescente de
xilose deve ser realizado.

Finalmente, comparou-se o desempenho das linhagens na presenca de hidrolisado de cana. Os
resultados demonstram que a linhagem Kp-HAA1 atingiu maior biomassa celular (Figura 3). As linha-
gens Kp-XDH e Kp-XDH-Haal demonstraram perfil semelhante tanto no crescimento celular quanto
na producao de AX (Figura 3).
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Figura 3. Perfil fermentativo em meio hidrolisado lignocelulésico (20%). Experimento
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De acordo com as informacgdes discutidas anteriormente, a superexpressdo do fator de trans-
cricdo HAA1 favorece a resposta de K. phaffii ao acido acético tanto em meio sintético quanto
em hidrolisado de biomassa, permitindo melhor crescimento e assimilagdo desse composto mais
rapidamente.

A linhagem recombinante Kp-XDH-Haal se apresentou como a mais eficiente para produzir
acido xilénico na presenca de 2 g/L acido acético. A concentracdo de 4 g/L mostrou o pior resultado
em comparacao com o controle sem acido acético porque foi a que produziu as menores quanti-
dades de acido xilénico e biomassa, apesar disso, demonstrou que a linhagem Kp-HAA1 é a mais
resistente em condicOes extremas.

Mesmo com a falta de glicose no meio de cultivo, uma quantidade consideravel de, aproxima-
damente, 10 g/L de acido xildnico foi produzido, demonstrando que talvez ndo seja necessario o uso
de glicose, inicialmente, no meio para producdo do acido xilénico, ja que essas linhagens de levedu-
ras conseguem sobreviver e produzir o acido xilénico assimilando apenas a xilose do meio.

Por ultimo, ndo foi encontrada diferenca significativa no cultivo em hidrolisado, excelo pelo fato
de a linhagem Kp-HAA1 ter crescido um pouco melhor que as demais linhagens.
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O obijetivo principal deste trabalho foi analisar o impacto de dois sais de calcio, nitrato de cal-
cio e cloreto de calcio, na producdo de acido latico a partir do glicerol, por processo fermentativo
utilizando uma cepa de Lactobacillus plantarum (BRMCTAA179). Diferentes concentracdes dos sais
foram avaliadas em experimentos conduzidos em batelada durante 48 horas de cultivo. A condicdo
com melhor desempenho foi selecionada para ensaios posteriores em batelada alimentada com
duracgdo de 72 horas, a alimentagdo foi com meio a 200 g/L e realizada a cada 24 horas. Observou-se
gue o nitrato de calcio teve um efeito inibitério significativo na producdo de acido latico, especial-
mente em concentracdes mais elevadas. Por outro lado, a presenca do cloreto de calcio em uma
concentracdo de 1 g/L mostrou resultados promissores, permitindo uma producdo expressiva de
acido latico a partir do glicerol. A producdo de acido latico nos ensaios em batelada alimentada tam-
bém foi expressiva, atingindo um valor de 29,07 g/L, enquanto o glicerol foi quase completamente
consumido ap6s 72 horas de cultivo. Consequentemente, a escolha adequada do sal de célcio reve-
lou-se um fator crucial para a producdo eficiente de acido |atico a partir do glicerol.

Termos para indexagdo: fermentacao, bactéria, biodiesel, acido latico, biorrefinaria, sais de
calcio.

A producdo de acido latico tem se destacado como de grande interesse tanto para industria
alimenticia quanto para setores relacionados a saude e aos materiais renovaveis. Esse importante
composto tem diversas aplicacdes, desde a producdo de alimentos fermentados até a fabricacdo de
polimeros biodegradaveis.(Hidawati et al., 2023) Dentre os microrganismos utilizados para a obten-
cdo do acido latico, a bactéria latica Lactobacillus plantarum surge como um agente fermentativo
versatil e promissor. (Fu; Mathews, 1999)

Algumas bactérias sdo capazes de converter eficientemente substratos como glicose e glicerol
em acido latico, por meio de uma via metabdlica conhecida como fermentacdo latica. Além das fon-
tes de carbono, a bactéria necessita de nutrientes para seu desenvolvimento, como aminodcidos,
sais, peptideos e vitaminas. (Hofvendahl; Hahn-Hagerdal, 2000; Evanovich et al., 2019)

Um sal amplamente empregado na rota fermentativa é o carbonato de calcio. O cdlcio desem-
penha um papel fundamental nesse processo, sendo imprescindivel para o funcionamento adequa-
do das enzimas envolvidas na fermentacdo latica. Sua presenca influencia diretamente a atividade
metabdlica das bactérias envolvidas.(Pejin et al., 2015) Além disso, o carbonato de cdlcio também
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desempenha um papel crucial no controle do pH do meio, que é um fator essencial para o cresci-
mento das bactérias durante a fermentacao.

A utilizacdo do carbonato de calcio como fonte de calcio no meio de cultivo apresenta alguns
desafios. Esse composto apresenta baixa solubilidade em agua, o que dificulta sua dissolucdo e
disponibilidade para as bactérias durante o processo de fermentacdo. Além disso, em razdo da in-
solubilidade, o material tende a precipitar, dificultando o bombeamento do material para reatores
maiores e sua utilizacdo em larga escala.

Diante dessa dificuldade, o nitrato de calcio e o cloreto de calcio surgem como alternativas para
suprir a demanda de calcio no meio de cultivo de Lactobacillus plantarum. Esses sais de cdlcio apre-
sentam boa solubilidade em agua e tém sido investigados pelo nosso grupo como potenciais subs-
titutos do carbonato de calcio, oferecendo uma solugao para melhorar a producdo de acido latico.

Nesse contexto, este estudo tem como objetivo avaliar a influéncia do nitrato e do cloreto de
calcio na producdo de acido latico por uma cepa de Lactobacillus plantarum. Serao investigadas
diferentes concentragdes desses sais em ensaios realizados em batelada e batelada alimentada,
visando determinar a melhor condicdo de cultivo para a producdo eficiente de acido latico.

A bactéria Lactobacillus plantarum (BRMCTAA179), preservada em ultrafreezer a -80 °C na
Colegdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABIo), da
Embrapa Agroenergia, foi inoculada em placas de Petri com diametro de 90 mm, em meio MRS-agar
por 48 horas a 28 °C. Para o preparo do pré-indculo, foi utilizado Erlenmeyer contendo MRS-caldo.
O meio preparado foi submetido a autoclavagem. O pré-inéculo foi mantido em agita¢do constante
em agitador orbital a 150 rpm a 37 °C, por 24 horas.

Para o indculo foi preparado um meio com 3 g/L de triptona, 6 g/L de extrato de levedura,
10 g/L de acetato de sddio, 0,2 g/L de sulfato de magnésio, 0,005 g/L de sulfato de manganés,
1,5 g/L de fosfato de potassio, 2 g/L de Tween 80, 20 g/L de glicerol. Concentracdes de 1 g/L, 4 g/L,
7 g/L e 10 g/Lde nitrato de calcio e o cloreto de calcio foram avaliadas. O indculo foi mantido em
agitador orbital a 180 rpm a 37 °C.

Para a analise da concentrac¢do dos sais de cdlcio, os experimentos em batelada foram conduzi-
dos em tubos de fundo conico de 50 mL por 48 horas, densidade dtica inicial a 600 nm (DO600 nm)
de 10 e agitacdo de 180 rpm. A concentracao na qual foi possivel observar a maior produtividade
foi selecionada e avaliada em ensaios realizados em batelada alimentada em frascos redondos de
fundo chato de 65 mL por um periodo de 72 horas de cultivo, a 37 °C e DO inicial de 5. Nessa condi-
¢do, adicionalmente, a cada 24 horas, o experimento foi alimentado utilizando um meio 200 g/L de
forma que o volume alimentado correspondesse ao necessario para que a concentracdo de glicerol
fosse de 20 g/L. Durante ambos os ensaios, o pH do meio foi monitorado a cada 24 horas e corrigido
para pH 7,5, utilizando-se uma soluc¢do de hidréxido de potassio 2 mol/L. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. As amostras coletadas foram analisadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC), e foram injetadas na coluna Aminex HPX-87H a 40 °C com fase mével de
0,005 mol/L H,SO, a 0,6 mL/min de vaz&o.



Avaliacgao de diferentes concentragdes de sais de calcio
na producao de acido latico por L. plantarum

Os ensaios foram realizados com diferentes concentracdes de nitrato de calcio em batelada. A
Figura 1 mostra a concentracdo de glicerol (A) e a producdo de acido latico (B) ao longo do tempo
de cultivo em diferentes concentracdes de nitrato de cdlcio. Apds 48 horas, para a concentracdo de
1 g/L de nitrato de calcio, a producdo de acido lactico atingiu uma concentracdo de 11,34 + 0,45 g/L.
Ao aumentar a concentrag¢do de nitrato de calcio para 4 g/L, observou-se uma redugdo na produgdo
de acido lactico para 6,68 * 2,69 g/L. Isso sugere que o aumento da concentracdo do sal pode ter
um efeito inibitdrio ou limitante sobre a bactéria no processo de producdo do acido lactico. Essa
tendéncia de diminuicdo na producdo se manteve para concentracdes ainda maiores de nitrato de
calcio, como na concentragdo de 7 g/L, na qual a bactéria produziu apenas 0,94 + 1,16 g/L de acido
lactico, e em 10 g/L do sal, em que n3o foi detectada producdo do acido.

Com isso, é possivel observar que, em altas concentragdes de nitrato de cdlcio, hd uma redugao
significativa na producdo de acido latico. Isso pode indicar que o aumento da concentragdo de nitra-
to de calcio pode inibir o metabolismo das células e, consequentemente, a sintese de acido latico.
Esse efeito pode acontecer porque altas concentragdes de nitrato de calcio podem favorecer outras
vias metabdlicas ou levar a alteragdes no ambiente celular que afetam negativamente a producao
de acido latico. Observa-se que, mesmo em concentragdes menores de nitrato de calcio, ainda ha
producgado de acido latico, mas os valores sao relativamente baixos quando comparados com resulta-
dos obtidos pelo grupo usando carbonato de calcio. Como foi observado anteriormente pelo grupo,
foram obtidos aproximadamente 20 g/L de acido lactico a partir de cerca de 21 g/Lde glicerol com
rendimento de 96% e produtividade de 0,47 g/L/h (dados ndo publicados). Mazumdar et al. (2010)
também produziram 32 g/L de acido latico a partir de 40 g/L de glicerol com rendimento de 85%
utilizando o carbonato de calcio como fonte de calcio do meio.
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Figura 1. Glicerol remanescente (A) e produgdo de acido latico (B) ao longo do tempo em diferentes concentragGes
de nitrato de calcio no cultivo de Lactobacillus plantarum para producdo de acido latico a partir de glicerol.

O cloreto de calcio também foi testado na fermentacdao em batelada e sua influéncia na pro-
ducdo de acido latico a partir do glicerol foi investigada, conforme mostrado na Figura 2. O grafico
A da Figura 2 revela que, ao longo de 48 horas, o glicerol foi quase completamente consumido em
todas as concentragdes de cloreto de cdlcio estudadas. Esse resultado sugere que a presenca do



cloreto de calcio ndo inibiu a utilizacdo do glicerol, independentemente da concentracao do sal. No
grafico B, pode-se notar que concentracdo mais baixa de cloreto de cdlcio resultou em uma maior
producdo de acido latico em comparagdo com as concentragdes mais elevadas. Ao final das 48
horas, as concentrac¢des de acido latico foram de 17,92 +2,41 g/L, 14,86 + 1,49 g/L, 15,65+ 0,41 g/L
e 12,42 + 0,64 g/L para as concentracdes de 1 g/L, 4 g/L, 7 g/L e 10 g/L de cloreto de calcio,
respectivamente.
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Figura 2. Glicerol remanescente (A) e produgdo de acido latico (B) ao longo do tempo em diferentes concentragGes
de cloreto de cdlcio no cultivo de Lactobacillus plantarum para produgao de acido latico a partir de glicerol.

O resultado obtido para a concentracdo de 1 g/L de cloreto de calcio foi bastante promissor,
com rendimento de 92% e produtividade de 0,37 g/L/h, motivando os ensaios em batelada alimen-
tada, que estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Perfil cinético de consumo de glicerol e
producdo de acido latico na concentragdo de 1 g/L
Tempo (h) de cloreto de calcio com batelada alimentada.

Os dados apresentados na Figura 3 revelam resultados promissores sobre a producao de acido
latico e o consumo de glicerol durante um periodo de 72 horas de cultivo. Observou-se que a produ-
¢do de 4cido latico atingiu 29,07 g/L, enquanto o nivel de glicerol quase zerou nesse mesmo interva-
lo de tempo. E importante destacar que a presenca de cloreto ndo exerceu um efeito negativo sobre
o metabolismo da bactéria, evidenciando sua capacidade de converter 36,05 g/L de glicerol em
acido latico, com um rendimento de 87% e uma produtividade de 0,4 g/L/h. Além disso, é importan-
te notar que o glicerol que nado foi convertido em acido latico foi utilizado para o crescimento celular.



Comparativamente, em relagdo aos dados obtidos pelo grupo anteriormente em experimento
com as mesmas condic¢des, foi possivel produzir 36,63 g/L de acido latico a partir de 46,24 g/L de
glicerol na presencga de carbonato de cdlcio no meio, alcangando um rendimento de 79% e uma
produtividade de 0,51 g/L/h (dados ndo publicados). Mazumdar et al. (2013) alcangaram a produ-
¢do de 50 g/L de acido latico a partir de 56 g/L de glicerol com um rendimento de 93%, ao utilizar
o carbonato de célcio como fonte de calcio no meio de fermentacdo. Esses resultados indicam que
as condi¢cdes empregadas com o cloreto de cdlcio se aproximam significativamente dos resultados
obtidos com carbonato de cdlcio, e com a vantagem de nao formar o precipitado presente quando
este Ultimo sal é utilizado. Com isso, planeja-se explorar outras estratégias de fermentacdo para
buscar resultados similares aos obtidos com o carbonato de calcio. Essas novas abordagens visam a
aperfeigcoar o processo de producdo de acido latico, buscando alternativas mais eficientes ou eco-
nomicamente vidveis e que possibilitem o escalonamento do processo de producdo do acido latico
a partir do glicerol.

Foram investigados os efeitos dos sais de cdlcio na producdo de acido latico a partir do glicerol.
Notou-se que o nitrato de cdlcio teve uma influéncia negativa na producdo de acido latico, espe-
cialmente em concentra¢des mais altas. Por outro lado, o cloreto de calcio mostrou-se promissor
em uma concentracdo de 1 g/L, possibilitando uma alta producdo de acido latico a partir do glicerol
consumido, com rendimento de 91%, e mantendo o metabolismo celular eficiente durante o pro-
cesso. Esse resultado expressivo também foi observado nos ensaios em batelada alimentada, em
que a producdo de acido latico alcangou um valor de 29,07 g/L, e o glicerol foi praticamente todo
consumido, apds 72 horas de cultivo. Assim, a escolha do tipo de sal de calcio revelou ser um fator
crucial na producdo de 4acido latico a partir do glicerol. O cloreto de célcio, quando utilizado em
concentracdes adequadas, demonstrou ser benéfico para a producdo do composto desejado, pro-
porcionando resultados promissores.
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Em razdo do crescimento mundial da demanda energética e das preocupacdes ambientais, tor-
na-se urgente a busca por fontes alternativas de energia e materiais renovaveis que poderdo diminuir
a dependéncia que a humanidade tem das fontes fdsseis. A biomassa lignoceluldsica, composta por
celulose, hemicelulose e lignina, por ser uma matéria-prima renovavel e abundante, atrai grande in-
teresse para a producdo de energia, biocombustiveis e produtos quimicos de base bioldgica. Para
ser utilizada em processos biotecnolégicos, a biomassa lignoceluldsica precisa ser submetida a pré-
-tratamentos e hidrélise, processos que, além de hexoses e pentoses, também liberam furaldeidos,
acidos organicos e compostos fendlicos, que sdo toxicos para os microrganismos que irdo converter
os agucares nos produtos desejados. Com o objetivo de aumentar a tolerdncia de K. phaffii aos com-
postos inibitdrios presentes no hidrolisado lignoceluldsico, um gene potencialmente responsavel pela
conversdo de inibidores foi identificado e validado neste trabalho. Para tanto, uma nova linhagem de
K. phaffii foi construida pela superexpressao de um gene nativo (GX) sob controle do promotor PGK1.
O desempenho da linhagem transformante, denominada M12 pKLD-GX, foi avaliado em diferentes
condicOes de cultivo na presenca de diferentes inibidores. Os resultados demonstram que tal linha-
gem apresentou maior tolerancia ao inibidor HMF (hidroximetil-furfural) do que a linhagem controle,
fazendo com que o composto fosse convertido mais rapidamente. Desse modo, podemos concluir que
o gene GX conferiu a levedura um aumento na resisténcia ao inibidor HMF.

Termos para indexagdao: Komagataella phaffii, Pichia pastoris, furfural, HMF, hidrolisado
lignocelulésico.

A demanda energética mundial tem crescido rapidamente nos ultimos anos, ao mesmo tempo
em que os combustiveis fosseis tém se tornado cada vez mais escassos e caros. Visando a suprir a
demanda energética e considerando também questées ambientais, nos Ultimos anos tem aumen-
tado o interesse mundial por processos biotecnoldgicos renovaveis e sustentaveis para a producdo
de energia, biocombustiveis e produtos quimicos de base biolégica (Mankar et al., 2021). Nesse
contexto, a biomassa lignoceluldsica, por ser uma matéria-prima renovavel, apresenta grande po-
tencial para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo e outros produtos quimicos de base
bioldgica, por se tratar de uma alternativa as fontes fdsseis de carbono. A biomassa lignoceluldsica
€ majoritariamente composta por trés polimeros: celulose (35%—50%), hemicelulose (20%—35%)
e lignina (5%—30%), e as proporc¢oes de cada componente variam dependendo da fonte da qual a
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biomassa lignocelulésica foi extraida (Buchholz; Seibel, 2008). Entre as fontes de biomassa lignoce-
luldsica, destacam-se os residuos agroindustriais, florestais e urbanos.

Para ser aproveitada, a biomassa lignoceluldsica precisa ser submetida a pré-tratamentos (fisi-
co, quimico, biolégico, mecanico ou combinado) e hidrélise ou despolimerizacdo, para que os agu-
cares possam ser utilizados como fonte de carbono e energia para os microrganismos em processos
biotecnoldgicos. Além de hexoses e pentoses, os processos de pré-tratamento e hidrélise também
liberam compostos que inibem o metabolismo dos microrganismos que irdo converter os agucares
nos produtos desejados (Almeida et al., 2007).

Os inibidores lignoceluldsicos podem ser classificados em trés grupos principais: furaldeidos
(2-furaldeido e 5-hidroximetil-2-furaldeido ou HMF), acidos fracos (acido acético, acido férmico e
acido levulinico) e compostos fendlicos (vanilina, siringaldeido, coniferil aldeido, acido ferulico e ou-
tros) (Almeida et al., 2007). A construgdao de uma levedura tolerante a esses compostos inibitérios
presentes na biomassa é entdo de grande interesse.

Estudos preliminares demonstraram que a levedura Komagataella phaffii aumenta a expressao
de diferentes genes em resposta a inibidores lignoceluldsicos (Paes et al., 2021). Este trabalho tem
como objetivo identificar e validar um gene capaz de aumentar a tolerancia da levedura a compos-
tos inibitdrios. Baseado em andlises de similaridade e funcionalidade com genes de Saccharomyces
cerevisiae, o gene GX de K. phaffii foi selecionado para superexpressdo na levedura. Finalmente, sua
funcionalidade foi avaliada em ensaios com a levedura geneticamente modificada.

Linhagens e plasmideos

Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens X33 (Invitrogen) e M12 (Betancur et al., 2017)
da levedura Komagataella phaffii. Para as transformacdes por eletroporacdo foram utilizadas célu-
las eletrocompetentes de Escherichia coli DH10BT1 (Invitrogen). Os plasmideos utilizados foram o
pPGEM-T Easy (Promega) e o pKLD (Betancur et al., 2017), plamideo que foi obtido a partir do vetor
pKLD-XYD, apés digestdao com BamHI e Notl para a excisdo do XYD e posterior insercdo do gene de
interesse.

Clonagem do gene GX no vetor de expressao pKLD

Inicialmente, o DNA gendmico de K. phaffii X-33 foi extraido e utilizado como molde para a am-
plificacdo do gene GX. Apds amplificacdo, o produto da reacdo de PCR foi purificado utilizando-se o
kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). Apds purificacdo, o fragmento correspon-
dente ao gene GX foi ligado ao vetor pGEM-T Easy (Promega), conforme instrucdes do fabricante. A
seguir, células eletrocompetentes E. coli DH10BT1 foram transformadas por eletroporagao, utilizan-
do-se 2 uL do sistema de ligacdo previamente preparado. As células transformadas foram plaguea-
das em LB-agar contendo 50 pg/mL de ampicilina, 100 pL de IPTG 100 mM e 20 pl de X-gal 50 mg/
mL, e incubadas a 37 °C, por 16 horas. Os clones pGEM-GX obtidos foram entdo digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI e Sall, para confirmacao deles e obtencdo do inserto.

Para clonagem no vetor de expressao pKLD, o inserto e o vetor foram obtidos por digestdao com as
enzimas BamHI e Notl. Apds ligacdo, células de E. coli foram transformadas e selecionadas como pre-
viamente descrito. A confirmagdo da clonagem foi realizada por digestées com BamHI/Notl e EcoRV.



Transformacgao de K. phaffii por eletroporacao

O DNA plasmidial pKLD-GX foi digerido com BamHI/ Notl e EcoRV e utilizado para transfor-
macao de K. phaffii linhagem M12 por eletroporagao, seguindo o protocolo descrito no kit Pichia
Expression (Invitrogen). Apds transformacdo, a sele¢do dos clones de K. phaffii M12 foi feita em
placas contendo meio minimo MD, que froam incubadas a 30 °C por cinco dias. Os clones obtidos
foram crescidos em placa contendo meio minimo MD e foram escolhidos os clones com melhor cres-
cimento para os experimentos subsequentes em microplacas e fermentagdo em frascos Erlenmeyer.

Efeito da superexpressao de GX no metabolismo de inibidores e xilose

Para avaliar o efeito da superexpressdao de GX no metabolismo de inibidores e xilose, clones
transformantes K. phaffii M12—GX foram avaliados em diferentes condi¢des de cultivo. Para expe-
rimentos em microplacas e frascos Erlenmeyer, foram utilizados os meios de cultivo YNB contendo
glicose 40 g/L suplementados com os furaldeidos furfural 2 g/L ou HMF 2 g/L, ou hidrolisado 30% e
também YNB contendo xilose 40 g/L. A xilose foi escolhida pois estudos prévios demonstraram que
enzima responsavel pela reducdao de xilose também é capaz de reduzir HMF. As placas ou frascos
Erlenmeyer foram incubadas a 30 °C, e amostras foram periodicamente coletadas para medi¢do de
biomassa por OD600 e também para quantificacdo de metabdlitos.

Analise e quantificacao de metabdlitos

Amostras retiradas dos cultivos fermentativos foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) para quantificagdo dos com-
postos glicose, xilose, xilitol, glicerol, etanol, acido acético e HMF. Foi utilizado sistema HPLC Acquity
H-Class (Waters), equipado com detector de indice de Refracdo (RID) e coluna HPX 87H (Bio-Rad). As
corridas foram realizadas em fase mével de acido sulfurico (H,SO,) a 5 mM, fluxo de 0,6 mL/min e tem-
peratura de 45 °C. Os compostos HMF e furfural também foram analisados no detector Photodiode
Array (PDA), na mesma coluna.

Clonagem do gene GX no vetor de expressao pKLD

Inicialmente, o fragmento génico de 1.134 pb correspondente ao gene GX foi amplificado a
partir do DNA gendmico de K. phaffii X33 por meio de reacao de PCR, utilizando-se conjunto espe-
cifico de primers. Posteriormente, o produto de PCR foi subclonado no vetor pGEM-T Easy, origi-
nando o plasmideo pGEM-T-GX. Para realizar a clonagem do gene GX no vetor de expressao pKLD,
os plasmideos pKLD-XYD e pGEM-T-GX foram digeridos com as enzimas BamHI e Notl. As bandas
correspondentes ao vetor pKLD e GX foram purificadas e ligadas. Apds transformacdo de E. coli,
transformantes foram recuperados e o DNA plasmidial foi extraido com sucesso. Para confirmacao
do plasmideo pKLD-GX, o DNA plasmidial foi digerido com as enzimas BamHI e Sall. Os dois clones
analisados apresentaram a banda esperada de aproximadamente 1.134 pb (dados ndo mostrados).
Finalmente, o vetor pKLD-GX foi sequenciado e os resultados de alinhamento de sequéncia confir-
maram mais uma vez a correta clonagem do gene.

Transformacgao de K. phaffii e selegao inicial de transformantes

Na transformacado de K. phaffi M12 foram obtidos 16 clones, os quais foram plagueados em
meio seletivo com antibiético (Figura 1). Dentre os 16 clones K. phaffii M12 pKLD-GX obtidos, sete
foram escolhidos para analise do crescimento em diferentes meios de cultura em microplacas.
A levedura K. phaffii M12—pKLD foi utilizada como controle em todos os experimentos. Todas as
linhagens demonstraram crescimento celular similar no meio YNB-glicose, demonstrando que a



superexpressao do gene GX ndo afeta negativamente o metabolismo da linhagem. Observou-se que
houve maior crescimento da levedura Kp-GX-L2.1 no meio YNB-HMF e houve maior crescimento
da levedura denominada Kp-GX-L1.3 no meio YNB-xilose, quando comparadas com o comporta-
mento da levedura K. phaffii M12 controle. Nos meios suplementados com furfural e hidrolisado,
ndo foram observadas diferengas entre o crescimento das leveduras transformadas e da levedura
M12 controle, por isso esses meios nao foram mais utilizados nos cultivos posteriores em frascos
Erlenmeyer (dados ndo mostrados). Os clones Kp-GX-L2.1 e Kp-GX-L1.3 foram escolhidos para anali-
ses detalhadas de crescimento e metabolismo.

Figura 1. Clones K. phaffii M12 pKLD-GX obtidos por eletroporagao.

Efeito da superexpressao do gene GX no crescimento e metabolismo de K. phaffii

Para avaliar o efeito da superexpressdao do gene GX no crescimento e no metabolismo de
K. phaffii, as linhagens transformantes foram cultivadas em meio YNB suplementado com glicose
ou xilose e glicose mais HMF. Nos meios YNB suplementados com glicose e xilose ndo foram ob-
servadas diferencas entre o crescimento das leveduras transformadas e da levedura M12 controle
negativo (Kp-C) (Figura 2). Esse resultado indica que o gene GX ndo afeta o metabolismo de xilose,
e é reforcado pelo fato de que os dados de perfil metabdlico também ndo demonstraram diferen-
cas significativas no consumo dos acgucares (dados ndo mostrados). Entretanto, houve maior cres-
cimento da levedura Kp-GX-L2.1 em meio YNB-HMF, a partir de 31 horas de incubacdo, quando
comparada com o comportamento da linhagem controle (Figura 2).
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Figura 2. Perfil de crescimento das linhagens recombinantes K. phaffii expressando o gene GX na
presenca e auséncia de HMF. Linhagem Kp-GX-L2.1 (laranja), Kp-GX-L1.3 (azul) e Kp-C controle (cinza).
(A): meio YNB + glicose 40 g/L. (B): meio YNB + xilose 40 g/L. (C): meio YNB + glicose 40 g/L + HMF 2

g/L. Sdo apresentados valores médios e desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata.

Para confirmar o efeito positivo da expressdo do gene GX sobre o metabolismo de HMF, o perfil
metabdlico das linhagens também foi analisado. Conforme demonstrado na Figura 3, houve uma
diferenca significativa entre a conversdao de HMF pelas leveduras transformadas e a levedura contro-

. . _'
le. Para as leveduras transformadas Kp-GX-L1.3 e Kp-GX-L2.1, o HMF foi completamente convertido <
em cerca de 40 horas de incubagdo, enquanto para a controle o HMF demorou cerca de 80 horas. ,’E
Embora as leveduras Kp-GX-L1.3 e Kp-GX-L2.1 tenham sido transformadas com o mesmo gene GX, g
observou-se que a Kp-GX-L1.3 consumiu mais glicose do que a Kp-GX-L2.1, embora tenhamos ob- 2
servado uma menor formacdo de biomassa no clone Kp-GX-L1.3 quando comparado com o clone ::
Kp-GX-L2.1 (Figura 3). o
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Figura 3. Conversao de HMF e formagdo de biomassa de linhagens recombinantes
K. phaffii em meio YNB suplementado com glicose 40 g/L e HMF 2 g/L. (A): K. phaffii
M12 controle. (B): K. phaffii M12—GX L1.3. (C): K. phaffii M12—GX L2.1.

Conclusao

O gene GX foi superexpresso com sucesso na levedura K. phaffii M12 e gerou uma linhagem
mais tolerante ao HMF. Foi demonstrado pela primeira vez que o gene aumenta a capacidade da



levedura converter o HMF, e consequentemente permite o melhor crescimento da levedura na pre-
senca do inibidor, o que favorece seu uso industrial.
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Diogo Keiji Nakai*, Nddia Gabrielle Silva Sales?, Matheus Ramos Guimardes Medeiros®, Ménica Caramez Triches Damaso?,
Thais Fabiana Chan Salum®

A purga de tecidos é uma etapa essencial na industria téxtil, visando eliminar impurezas e re-
siduos antes da producdo de roupas. O processo enzimatico de purga oferece uma alternativa sus-
tentavel e ambientalmente correta, com menor impacto ambiental por utilizar catalisadores biode-
gradaveis para remover materiais indesejados. Neste estudo, objetivou-se estabelecer um processo
de purga eficiente e robusto em tecidos de algoddo, empregando enzimas comerciais. A analise
comparativa, conduzida por dois analistas, abrangeu os testes de hidrofilicidade, colorimetria e re-
sisténcia a tracdo. Os resultados indicaram alta consisténcia e confiabilidade dos dados. A avaliacdo
da hidrofilicidade permitiu identificar diferencas estatisticamente significativas entre tratamentos,
mostrando a eficacia do processo de purga, visto que houve eliminacao de impurezas, principalmen-
te de origem graxa. Na colorimetria, ndo houve variagoes significativas nas diferencas de cor (AE),
conforme esperado. Quanto a resisténcia a tracdo, a auséncia de diferenca relevante entre o tecido
purgado e o controle comprovou a seguranga do procedimento. Esses resultados respaldam a apli-
cacdo futura do processo de purga em pesquisas laboratoriais e na industria téxtil.

Termos para indexagao: purga de tecidos, colorimetria, hidrofilicidade, resisténcia a tragao.

A purga de tecidos é um processo crucial na indUstria téxtil, consistindo na remocado de impure-
zas e residuos, principalmente graxos, presentes nos materiais téxteis antes da produgdo de roupas.
Inicialmente, os tecidos sdao submetidos a uma lavagem para eliminar sujeiras, corantes dispersos e
6leos. Em seguida, eles sdo tratados com agentes quimicos ou enzimas para eliminar qualquer ma-
terial indesejado e melhorar sua qualidade, suavidade e durabilidade. Esse procedimento garante
a obtencdo de produtos téxteis de alta qualidade, com cores mais vivas e menor risco de defeitos.

O processo enzimatico de purga na industria téxtil oferece uma vantagem significativa, pois é
mais sustentdvel e ambientalmente correto em compara¢do com métodos tradicionais (quimicos e
mecanicos). As enzimas sao biodegradaveis e eficientes na remocao de impurezas, proporcionando
um processo de purga menos agressivo ao tecido, economizando agua, energia e reduzindo o im-
pacto ambiental.

Em termos de pesquisa laboratorial de bancada, é essencial estabelecer um processo de purga
eficaz e utilizar materiais de referéncia, como enzimas comerciais. Essa abordagem permite a com-
paracdo com futuros extratos enzimaticos proprietarios, assegurando resultados confidveis. Ter um
método bem definido de purga garante a validade dos experimentos e fornece uma base sdlida para
avaliar o desempenho e a eficacia de novas enzimas desenvolvidas.
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Com o objetivo de estabelecer um processo de purga eficiente e robusto, capaz de possibilitar
analises comparativas entre diferentes tratamentos enzimaticos, foram conduzidas avaliacbes dos
efeitos por dois analistas. Eles realizaram a preparacdo, o processamento e as analises de tecidos
de algoddo com o intuito de verificar a consisténcia dos resultados obtidos. Cada analista realizou
separadamente e em momentos diferentes os mesmos procedimentos descritos a seguir.

Antes de iniciar os experimentos, cento e vinte corpos de prova dos tecidos 100% algodao
(comprados de Silvenina Uniformes Ltda.), compreendendo 60 de denim (260 g/m?) e 60 de sarja
(360 g/m?), foram preparados. Cada corpo de prova possuia dimensdes de 4 cm no sentido do urdu-
me por 30 cm no sentido da trama. Para garantir uniformidade, o corte foi realizado com um estilete
e um gabarito.

Processamento

O primeiro passo consistiu na desengomagem prévia de 90 corpos de prova (45 de cada teci-
do), utilizando a enzima comercial Biokey BSLH, fabricante Akmey, em uma concentra¢do de 10%
em relacdo a massa do tecido. Esse processo ocorreu em um homogeneizador por tombamento
modelo ALT-FIVE-B, fabricante Mathis, a 70 °C por 30 min. O homogeneizador foi programado para
operar a 50 rpm e realizar inversdes de sentido a cada 180 segundos. Utilizou-se uma relacdo de
banho de 1:10 (tecido:solugdo), utilizando-se tampao acetato de sédio/acido acético 0,2 mol/L e
pH 4,5. Cada vaso (200 mL) do homogeneizador foi preenchido com trés corpos de prova. Apds a
desengomagem, os corpos de prova foram lavados trés vezes com dgua destilada.

Em seguida, o processo de purga foi realizado em 30 corpos de prova (15 de cada tecido),
usando-se a enzima comercial Biokey PCRIII, fabricante Akmey, com uma concentracdo de 10% em
relacdo a massa do tecido. Esse processo ocorreu no mesmo homogeneizador, porém a 50 °C por
45 min. Novamente, o homogeneizador foi programado para operar a 50 rpm e fazer inversdes
de sentido a cada 180 segundos. Utilizou-se uma relagao de banho de 1:10, empregando tampao
fosfato de sédio 50 mmol/L e pH 7. Cada vaso do homogeneizador conteve trés corpos de prova.
Ao término, os corpos de prova foram lavados trés vezes com 4gua destilada e, em seguida, foram
secos em estufa por 24 horas a 50 °C. Outros 30 corpos de prova desengomados (15 de cada tecido)
foram submetidos ao mesmo procedimento de purga, mas sem a presenga da enzima, para servir
como controle do processo.

Analises

Ap0ds a secagem (50 °C overnight), todos os corpos de prova foram submetidos a trés testes:
colorimetria, hidrofilicidade e resisténcia a tragao.

Utilizou-se o colorimetro modelo CR-400, marca Konica, calibrado com iluminante D65. As
medicdes foram realizadas em trés pontos de cada corpo de prova no espaco de cor CIE XYZ e con-
vertidas para o espaco Lab* (CIELAB). A partir disso, foram calculados AL* (L*1-L*2), Aa* (a*1-a*2),
Ab* (b*1-b*2) e AE* [(AL*2+ Aa*?+ Ab*2)1/2]. Os valores de AE foram classificados da seguinte
maneira: AE < 1 — Diferenca imperceptivel; 1 < AE < 2 — Diferenca quase imperceptivel; 2 < AE < 3,5
— Diferenca perceptivel, mas pequena; 3,5 < AE < 5 — Diferenca perceptivel; AE > 5 — Diferenca
consideravel.



A hidrofilicidade foi avaliada com uma adaptacdo da metodologia apresentada na norma
AATCC 79 (American Association of Textile Chemists and Colorists, 2018). Consistiu em depositar
uma gota de 100 pL de agua em uma fracdo (dimensdes 4 cm x 4 cm) de cada corpo de prova e
cronometrar o tempo que a gota demora para ser totalmente absorvida. Os valores obtidos foram
analisados com relagdo a sua normalidade e homoscedasticidade para verificar se eles atendem aos
pressupostos de uma futura andlise de variancia e seus testes post hocs.

A resisténcia a tracdo foi avaliada com uma adaptacdo da metodologia apresentada na
norma ASTM D5035 (American Society for Testing and Materials, 2019). Utilizou-se a maquina
universal de ensaios WDW-20E, fabricante Arotec, com uma célula de carga de 500 kg. Foram
empregadas garras planas (7~14 mm) juntamente com um adaptador para tecidos (25 mm). A
velocidade do ensaio foi de 50 mm/min. Os valores obtidos foram analisados com relagdo a sua
normalidade e homoscedasticidade para verificar se eles atendem aos pressupostos de uma
futura andlise de varidncia e seus testes post hocs.

A Tabela 1 apresenta um resumo dos resultados obtidos nos testes de hidrofilicidade dos
corpos de prova, analisados por dois diferentes analistas. Foram realizadas 15 medidas por trata-
mento, totalizando 120 medidas por analista. Apesar de haver consideravel variacdao nos dados,
os tratamentos que ndo se encontram nos extremos da faixa de mensuragao (entre 0 segundo e
3.600 segundos) mostram valores normais e com variancia homogénea, o que permite a aplica-
¢do do teste post hoc de Tukey. Os tratamentos apresentaram efeitos com intensidades distintas,
0 que os torna estatisticamente diferentes. A reducao do tempo de absor¢ao da gota, ou seja, 0
aumento da hidrofilicidade, mostra a eficacia do processo de purga, visto que houve eliminagao
de impurezas, principalmente de origem graxa. Além disso, os dados mostram resultados con-
gruentes em relagao aos tratamentos realizados por analistas distintos. Essa consisténcia indica
que o procedimento de purga é robusto e eficaz, permitindo analises comparativas futuras com
confiabilidade.

Tabela 1. Tempo médio (T.) de absor¢do de dgua em segundos e seus desvios padrdes (D.P.) e
coeficientes de variacdo (C.V.) obtidos no teste de hidrofilicidade dos corpos de prova dos tecidos apds
tratamentos diversos. Testes de Anderson-Darling (A.D.), Barlett (B.) e Tukey (T.) com a: 5%.

T. >3.600 600 0 174 >3.600 495 0 179
D.P. - 50 - 19 - 67 - 18
C.V. -% 8,3% -% 10,9% -% 13,5% -% 10,1%
A.D. - Normal - Normal - Normal - Normal
B. - Homo - Homo - Homo - Homo
T. d* c a* b d* c a* b

T. >3.600 546 0 192 >3.600 498 0 211
D.P. - 73 - 28 - 60 - 25
C.V. -% 13,4% -% 14,6% -% 12,0% -% 11,8%
A.D. - Normal - Normal - Normal - Normal
B. - Homo - Homo - Homo - Homo

T. d* C a* b d* c a* b




Os testes de normalidade foram realizados dentro de cada tratamento para cada tecido. Os tes-
tes de homoscedasticidade e os testes post hoc de Tukey foram realizados para todos os tratamen-
tos de um mesmo tecido. (*) Dados classificados manualmente, fora do teste de Tukey, por causa da
auséncia de variacao dos dados.

A Tabela 2 apresenta um resumo dos resultados obtidos na colorimetria dos corpos de prova,
a partir de experimentos realizados por dois diferentes analistas. A coleta de dados compreendeu a
realizacdo de um total de 45 medicGes especificas para cada tratamento, o que culminou em uma
totalizacdo de 360 medidas por cada analista. Ao se debrucar sobre a comparacao entre os valores
de AE obtidos a partir das medicdes realizadas por esses dois analistas, torna-se evidente que existe
pouca ou nenhuma alteragdo nas cores entre os tratamentos controle e purga, conforme a catego-
rizacdo de variacOes cromaticas adotada. Os resultados corroboram a observacao visual, na qual se
notou nenhum efeito de mudanca de cor do tecido apds processo de purga em relagao ao controle,
fato que ja era esperado. Além disso, o resultado foi consistente para ambos os analistas, indicando
gue o procedimento de purga é robusto e seguro.

Tabela 2. AE, indicando a variagao de cor dos tecidos em relagdo a cada par
de tratamento (horizontal x vertical), dividido por analista.

Cru 2,8 (c) 4,6 (d) 4,7 (d) 3,4 (c) 3,9 (d) 3,9 (d)
Desengomado 1,9 (b) 2,0 (b) 0,9 (a) 0,7 (a)
Purgado 0,7 (a) 0,4 (a)
Cru 3,0 (c) 3,8 (d) 2,5(c) 2,5(c) 3,7 (d) 2,5(c)
Desengomado 1,2 (b) 1,1 (b) 1,2 (b) 0,6 (a)
Purgado 1,4 (b) 1,4 (b)

Os valores de AE foram classificados da seguinte maneira: AE < 1 — Diferenca imperceptivel (a); 1 < AE < 2 — Diferenca quase imperceptivel
(b); 2 < AE < 3,5 — Diferenga perceptivel, mas pequena (c); 3,5 < AE < 5 — Diferenca perceptivel (d); AE 2 5 — Diferenca consideravel (e).

A Tabela 3 apresenta um resumo abrangente dos resultados decorrentes dos rigorosos testes
de resisténcia a tragcdo conduzidos nos corpos de prova. Eles foram minuciosamente analisados por
dois diferentes analistas especializados. Cada tratamento envolveu a obtenc¢do de 15 medic¢des indi-
viduais, sendo posteriormente excluidas as duas medidas de menor valor, culminando assim em um
total de 120 medidas por analista. E relevante observar que os valores obtidos demonstraram uma
distribuicdo que atesta tanto a normalidade quanto a homogeneidade de variancia, o que, por sua
vez, viabiliza a utilizacdo apropriada do teste post hoc de Tukey para andlise adicional. Nesse con-
texto, foi plenamente viavel discernir diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
tratamentos, bem como identificar casos em que igualdades também eram estatisticamente sig-
nificantes. E pertinente notar que essa analise se manteve coerente em relagdo aos dois analistas,
indicando que, independentemente da fonte de analise, o grupo de controle revelou similaridades
substanciais com o tecido submetido ao processo de purga. Essa notdvel consisténcia respalda a
conclusdo de que o procedimento de purga pode ser considerado seguro, ndo produzindo um im-
pacto significativo na resisténcia mecanica do tecido testado. Portanto, os resultados confirmam a
viabilidade e a eficdcia desse procedimento no contexto analisado.



R.T.
D.P.
C.V.
A.D.

R.T.
D.P.
C.V.
A.D.

Tabela 3. Resisténcia média a tragdo (R.T) em MPa e seus desvios padrdes (D.P.) e
coeficientes de varia¢do (C.V.) obtidos dos corpos de prova dos tecidos apds tratamentos

diversos. Testes de Anderson-Darling (A.D.), Barlett (B.) e Tukey (T.) com a: 5%.

22,97 19,12
1,14 0,96
5,0% 5,0%
- Normal
- Homo
d ab
26,52 21,37
1,26 1,88
4,8% 8,8%
- Normal
- Homo
c a

20,42
1,89
9,3%

bc

24,98
2,25
9,0%

bc

19,99 24,06
1,45 0,85
7,3% 3,5%

Normal -

Homo -
bc d
22,3 31,25
1,4 1,43

6,3% 4,6%

Normal -

Homo -
a d

18,20
1,12
6,2%
Normal
Homo

a

25,37
1,62
6,4%

Normal

Homo

bc

19,65
1,05
5,3%

bc

23,51
2,33
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Os testes de normalidade foram realizados dentro de cada tratamento para cada tecido. Os testes de homoscedasticidade
e os testes post hoc de Tukey foram realizados para todos os tratamentos de um mesmo tecido.

O estudo mostra um processo eficiente e robusto de purga para tecidos de algodao, utilizando
enzimas comerciais. As analises de colorimetria, hidrofilicidade e resisténcia a tracdo, realizadas
por dois analistas, verificaram a consisténcia e confiabilidade dos resultados. Houve um aumento
significativo da hidrofilicidade dos tecidos apds a purga, mostrando a eficidcia do tratamento em
eliminar impurezas. Além disso, testes de colorimetria e resisténcia a tracdo mostraram que apds
o tratamento os tecidos mantém suas caracteristicas. Esses resultados confirmam a seguranca e a
confiabilidade do procedimento de purga.

Trabalho realizado no ambito do projeto BIOFIBRAS, em parceria com SENAI/CETIQT. Nosso
agradecimento ao SEG (Sistema Embrapa de Gestao) pelo suporte ao projeto 20.19.03.053.00.00.
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AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. ASTM D5035: Standard test method for breaking force and elongation of textile fabrics (strip
method). West Conshohocken, 2019. 8 p.
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Atualmente a internet produz um grande volume de dados diariamente. Esses dados sdo utili-
zados estrategicamente para o monitoramento de assuntos diversos, de interesse de observatorios
de tendéncias. Os observatdrios utilizam a Tecnologia da Informacdo e Comunicacdo (TIC) para auxi-
liar nos diagndsticos realizados. Uma das técnicas de TIC utilizadas para esse fim é a raspagem web.
O objetivo deste trabalho é propor um software de monitoramento de dados publicos da internet a
partir de temas de pesquisa da Embrapa Agroenergia. Foi utilizada a base de curriculos do Lattes no
experimento para desenvolver um software especialista em duas etapas. A primeira etapa consistiu
em extrair dados da internet através de raspagem web e a segunda etapa tratou e transformou os
dados brutos em informacdo. Os resultados forneceram insights que possibilitam a identificacdo de
areas de interesse, padrdes de colaboracdo e o mapeamento da producdo cientifica no Brasil.

Termos para indexagdo: observatério de tendéncias, raspagem web, producgado cientifica.

Atualmente a internet produz um grande volume de dados diariamente. Explorar e analisar
grandes quantidades de dados para detectar mudancas emergentes podem gerar vantagens com-
petitivas e moldar ambientes futuros (Jamra et al., 2022). Esses dados, gerados a cada instante, pre-
cisam ser monitorados de forma continua e imediata para gerar valor. Essas informacdes sao Uteis
para estudos de tendéncias e fazem parte de observatérios, presentes em algumas organizacées.

Um observatério de tendéncias permite que a organizagdo atue como radar que antecipa sinais,
tendéncias e indicadores para serem utilizados de forma estratégica em uma empresa de ciéncia, tec-
nologia e inovacdo (De La Vega, 2007; Enjunto, 2010; Parreiras; Antunes, 2013). A tomada de decisdes
estratégicas e de acdo imediata estd se tornando uma tarefa complexa para empresas e formuladores
de politicas, uma vez que o ambiente esta sujeito a mudancas emergentes (Jamra et al., 2022). Por
isso, cada vez mais os observatdrios utilizam a Tecnologia da Informacdo e Comunicac¢do (TIC) para
auxiliar nos diagndsticos realizados.

A TIC contribui com técnicas e ferramentas de monitoramento que podem colaborar para a
analise de dados massivos em um menor espaco de tempo. Uma das técnicas utilizadas para esse
fim é a raspagem web. Essa técnica é usada para obter automaticamente algumas informacdes de
um site ou de servigos web, em vez de copia-las manualmente (Vargiu; Urru, 2012). A raspagem
web consiste na coleta sistematica de paginas da internet por meio de um rob6 (Mauro et al., 2018).
Esses dados sdo utilizados para o monitoramento de assuntos diversos, de interesse dos observaté-
rios. Sem um robo, esse monitoramento é humanamente inviavel.
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De forma pratica, essas ferramentas podem rastrear artigos cientificos, empresas privadas,
canais de noticias, redes sociais, féruns, fontes oficiais do governo, como a base de dados da plata-
forma Lattes e do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), ou outros dados na web. A
raspagem web permite que uma ampla gama de informacgdes de diferentes fontes seja capturada.
Possibilita-se, entdo, uma visao mais abrangente e detalhada das mudangas comportamentais e do
surgimento de necessidades e inovac¢des tecnolégicas sobre temas de interesse. E possivel também
que, nesse monitoramento, sejam identificados perfis de individuos atuantes em assuntos de rele-
vancia para os observatdrios.

Assim, o objetivo deste trabalho é propor um software de monitoramento de dados publicos da
internet a partir de temas de pesquisa da Embrapa Agroenergia. Esse software serd capaz de extrair
dados, tratad-los e transforma-los em informacdo para apoio a tomada de decisado futura, com o dife-
rencial de se comportar proativamente alertando os interessados, periodicamente, sobre informacdes
relevantes quando elas surgem. A base de curriculo do Lattes serd utilizada como estudo de caso.

Um software especialista foi desenvolvido em duas etapas. A primeira etapa consiste em extrair
informacdo da internet de acordo com o tema a ser monitorado. Para isso, utilizamos técnicas de
consumo de dados na web com a biblioteca Selenium (Nyamathulla et al., 2021). Para a realizagdo
deste trabalho utilizamos uma amostra de dados de 698 curriculos de pesquisadores da plataforma
Lattes, do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq). Selecionamos
dois temas relacionados a tecnologias desenvolvidas pela Embrapa Agroenergia: “Hidrogénio
verde”, com 167 curriculos, e “Organismos geneticamente modificados (OGM)” com 531 curricu-
los. Os seguintes indicadores de produgdo foram utilizados: a) Artigos Completos Publicados em
Periddicos (ACPP); b) Trabalhos Publicados em Anais de Eventos (TPAE); c¢) Resumos Publicados em
Anais de Eventos (RPAE); d) Livros (LV); e) Capitulos de Livros (CLV); f) Apresentagdes de Trabalho
(AT); g) Programas de Computador sem Registro (PCR); h) Produtos (PT); i) Trabalhos Técnicos (TT);
j) Orientagdes Concluidas de Mestrado (OCM); e |) Orienta¢des Concluidas de Doutorado (OCD). A
segunda etapa do software foi responsavel por tratar e transformar os dados brutos em informacao
no formato de relatdrios graficos, andlises estatisticas e uso de aprendizado de maquina. O software
foi programado usando a linguagem Python (versdo 3.10.12) com os seguintes pacotes: Selenium
(versdo 4.10.0), ChromeDriverManager (versao 3.8.6), Matplotlib (versdao 3.7.1), Numpy (versao
1.22.4), Pandas (versao 1.5.3), Scikit-learn (versdao 1.2.2) e ambientes compartilhados de programa-
¢do Jupyter Notebook, RStudio e Google Colaboratory.

A ferramenta desenvolvida mostrou eficacia na coleta e transformagdo dos dados, que identifi-
cam perfis de pesquisadores brasileiros e estrangeiros a partir de temas que representam algumas
das linhas de pesquisa da Embrapa Agroenergia. A pesquisa avaliou quatro propostas de anadlises
descritivas para cada um dos temas.

Distribuicao por formagao no doutorado

Para o tema “Hidrogénio verde”, 18% dos pesquisadores sdo doutores em Quimica (19 ocor-
réncias) ou Engenharia Quimica (15 ocorréncias) (Figura 1). Doutores em Direito lideram o grupo de
pesquisadores “OGM”, provavelmente como especialistas na discussdo sobre leis, ética, biossegu-
ranca e outros sistemas regulatérios na esfera do Direito.
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Figura 1. Os dez cursos de doutorado mais frequentes em “Hidrogénio verde” e “OGM”.

Em média, os dois grupos de temas analisados apresentaram algumas diferencas. “OGM” teve
maior numero médio de artigos completos publicados em periddicos e em resumos publicados
em anais de eventos quando comparado com “Hidrogénio verde” (Tabela 1). Este ultimo se difere
em trabalhos publicados em anais de eventos, com quase o dobro de média. Entretanto, todas as
medidas apresentaram altos valores de desvio padrdo. Isso indica que a producao cientifica ndo é
distribuida entre os pesquisadores, ou seja, poucos tém numeros elevados e a maioria ainda est3
construindo uma progressao em publicagdes. Ha uma oportunidade de monitoramento ao longo do
tempo desses nimeros a fim de se obter um indicativo de tendéncia da area avaliada. O crescimen-
to em publicagdes e sua distribuicdo mais homogénea podem indicar se a area esta ganhando ou
perdendo for¢a entres os pesquisadores.

Tabela 1. Média e desvio padrao dos quatro maiores indicadores entre “Hidrogénio verde” e “OGM”.

Hidrogénio verde 39,7 (56,2) 37,2 (52,4) 28,1 (47,9) 18,6 (46,1)
OGM 46,9 (62,8) 12,7 (25,0) 67,0 (80,8) 20,9 (34,2)

Entre todos os pesquisadores analisados, 15,3% tém bolsa de produtividade. Separamos os
pesquisadores em trés grupos usando o algoritmo de aprendizado de maquina nao supervisiona-
do k-Means (Bock, 2007). Para identificar o melhor nimero de grupos, usamos o teste Elbow (Cui,
2020). Para ambos os temas “Hidrogénio verde” e “OGM”, o resultado mostrou que o grupo ‘0’ foi
composto por pesquisadores com indicadores de produtividade em menor patamar (Figura 2). O
grupo ‘1’, por pesquisadores que apresentaram os maiores valores dos indicadores de producgao.
O ultimo grupo apresentou nimeros em maior equilibrio entre esses indicadores. Quanto a bolsa
de produtividade para o “Hidrogénio verde”, o grupo ‘0’ teve 10,3% de pesquisadores com bolsa,
o grupo ‘1’ teve 100% de bolsistas e o grupo ‘2’, 53,6% com bolsa de produtividade. Para “OGM”,
o grupo ‘0’ teve 6,1% de pesquisadores com bolsa, o grupo ‘1’ teve 57,5% de bolsistas e o grupo
2" teve 21,9% de bolsistas de produtividade. Esses resultados mostraram que a bolsa de produ-
tividade aumenta a medida que os indicadores de publicacdo aumentam. Apesar de o grupo de



pesquisadores em OGM apresentar trés vezes mais individuos, este grupo tem menor percentual de

bolsistas (14,1%) do que o grupo dos pesquisadores em “Hidrogénio verde” (19,2%).
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Figura 2. Trés agrupamentos de pesquisadores por seus indicadores de produtividade.

Similaridade entre pesquisadores

A partir dos indicadores de producdo cientifica analisados, o resultado da técnica medida de
distancia euclidiana apresentou-se como uma ferramenta vidvel como métrica de comparacao entre
perfis similares. A Figura 3 mostra uma rede onde cada ponto representa um pesquisador avaliado,
e as arestas sdo as distancias entre eles. Por exemplo, para o “Hidrogénio verde”, o pesquisador “1”
(em vermelho) tem nove pontos de distancia do pesquisador “2” (em laranja) e 1.141 pontos do
pesquisador “167” (em amarelo). Uma rede de colaboracdo pode ser facilitada a partir dessa mé-
trica. Pesquisadores experientes podem colaborar melhor com pesquisadores mais produtivos no
tema de interesse.

“Hidrogénio verde” “oGMm”

Figura 3. Trés agrupamentos de pesquisadores por seus indicadores de produtividade. A drea
mais densa representa perfis mais similares entre os indicadores de produtividade.
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O presente estudo demonstra a importancia da analise de dados obtidos por raspagem da web.
O estudo de caso da plataforma Lattes contribui para a compreensdo das tendéncias e dos perfis dos
pesquisadores de acordo com a linha de pesquisa da Embrapa Agroenergia. Os resultados fornecem
insights valiosos para formuladores de politicas publicas, instituicGes académicas e pesquisadores,
possibilitando a identificacdo de areas de interesse, padroes de colaboragdo e o mapeamento da
producdo cientifica no Brasil. A abordagem de raspagem se mostrou uma ferramenta poderosa para
a extracdo de informacodes relevantes de grandes volumes de dados, impulsionando a pesquisa aca-
démica e a tomada de decisGes em areas do conhecimento importantes para a corporacgao.
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A identificacdo e a quantificacdo de fitormdnios em matrizes complexas, como biomassa de mi-
croalgas, pelo método atualmente utilizado, envolvem varias etapas de preparo da amostra, muitos
consumiveis e analise por cromatografia de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) acoplada a espectrometria
de massas (MS). Visando a simplificar e reduzir o custo analitico, este trabalho propée um método
gue envolve etapas de extracdo, purificacdo, concentracao e quantificacdo de fitormonios em um
Unico extrato de biomassa de microalga, com a utilizacdo de cartucho SPE C18 por UHPLC acoplado
a detector de arranjo de diodos (PDA). As fontes de biomassas constaram de trés microalgas cultiva-
das em diferentes condi¢des. O método apresentou boa linearidade para o acido 3-indolaético (AlA)
e o acido salicilico (AS), principais alvos de interesse deste trabalho, com coeficiente de determina-
¢do (R2) > 0,98. Anadlise de biomassa de algas crescendo isoladamente ou em cocultivo demonstrou
gue o método é sensivel para detectar variagcdes de concentracdes de AIA e AS em funcdo das con-
dicdes de crescimento e competicdo entre elas.

Termos para indexagdo: acido 3-indolacético, acido salicilico, bioinsumos, estimuladores de
crescimento vegetal, cromatografia liquida com arranjo de diodos.

Microalgas que produzem bioinsumos tais como fitormonios promotores do crescimento de
plantas podem ser benéficas a produtividade agricola. Os fitormonios sdo sinalizadores para indu-
cdo de varios processos fisiolégicos necessarios ao metabolismo vegetal, incluindo compostos como
acidos abscisicos, auxinas, citocininas, giberelinas, estrigolactonas, brassinosteroides, acido jasmo-
nico, acido salicilico e etileno, além de polipeptideos, aminoacidos, polissacarideos e siderdforos
(Toribio et al., 2020) e outros metabdlitos secundarios (Vaishampayan et al., 2001). Na literatura,
destaca-se a cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) acoplada a espectrometria de
massa (MS) para identificacdo e quantificacdo desses compostos, em razdo da sua elevada sensibi-
lidade (Cao et al., 2016). Porém essa técnica envolve varias etapas de preparo da amostra, utiliza
metanol 80% por 24 horas para extracdo e dois tipos de cartuchos (apolar SPE - Blond Elut Plexa PAX
e polar SPE - Blond Elut Plexa PCX), além da necessidade de preparo de curvas analiticas com os pa-
drdes para calibracdo a cada vez que se usa a espectrometria de massas (MS) (Campos et al., 2020).

No presente trabalho, objetivou-se desenvolver um método alternativo para simplificacdo do
procedimento de extracao, purificacdo e concentracdo de fitormonios em amostras de microalgas,
empregando-se UHPLC acoplado a detector de arranjo de diodos (PDA). Nessas condicdes, as amos-
tras podem ser analisadas sem a necessidade de purificacdo completa do analito de interesse, o que
aumenta a eficiéncia e a economia do processamento e da analise dos compostos de interesse. Em
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paralelo, com o objetivo de validar o método proposto, analisaram-se amostras de biomassa de mi-
croalgas selecionadas por apresentarem concentragdes mensuraveis de acido 3-indol-acético (AlA)
e acido salicilico (AS).

Biomassa de microalgas

Utilizaram-se amostras de trés acessos distintos de microalgas da colecdo bioldgica da Embrapa
Agroenergia, denominadas A, B e C, cultivadas em diferentes condi¢des. Esses acessos, largamente
contrastantes em morfologia, o que sugere pertencerem a diferentes espécies, ainda nao foram
identificados. O acesso A, que mostrou possuir concentracdes mensuraveis de AlA e AS em andlises
em UHPLC-MS, foi cultivado individualmente, sendo inoculado em todos os casos no inicio do ex-
perimento; ou em mistura (cocultivo) com os acessos B e C, que foram inoculados em paralelo, no
inicio do experimento, ou apds 15 dias. O meio utilizado foi 0 BG11. As condig¢des de cultivo foram:
1) condi¢Ges controladas em laboratério, em bateladas de 1 L de meio em Erlenmeyer, temperatu-
ra ambiente constante a 25 °C, iluminacgdo artificial por 12 horas/dia com luzes LED (500 Lux/m?) e
aeracdo constante com ar comprimido na vazdo de 4 cm?®/min; 2) condi¢Ges naturais, em casa de
vegetacdo, em biorreatores com 20 L de meio, acrescidas de injecdao de ar constante. Em todos os
casos, a biomassa foi colhida apds 30 dias da inoculagdo inicial, seca por liofilizagdo e armazenada a
-18 °C até o processamento e a analise.

Fitormonios analisados

Como padrdes de fitormonios, foram usados AlA; acido 3-indolbutirico; acido 3- indolpropi6-
nico; acido abscisico; acido jasmonico; acido giberélico; AS; trans-zeatina; e trans-zeatina ribosideo,
todos da marca Sigma Aldrich. Preparou-se solugdo estoque de 1 mg/mL com acetonitrila 70% em
agua ultrapura, a qual foi mantida a -18 °C. Uma solucdo contendo todos os padrdes na concentra-
¢do de 10 pg/mL foi preparada a partir da solucdo estoque, e uma curva de calibragdo de AlIA e AS
foi construida a partir da solugdo estoque no intervalo de 0,5 ug/mL até 25 pg/mL.

Extracdao dos fitormonios na biomassa de microalga

O teste de extracdo dos fitormoOnios nas amostras de biomassa das microalgas englobou os se-
guintes passos consecutivos: pesagem de 200 mg de amostra em tubos de 15 mL; adi¢ao de 2,5 mL
de metanol 80% e agitagao a 1.000 rpm no ThermoMixer por 5 min a 4 °C. Os tubos foram mantidos
por 5 min no ultrassom a 20 °C, seguido de centrifugacao a 18.928 x g por 5 min, transferindo-se a
fragdo liquida (sobrenadante) para outro tubo Falcon de 15 mL. A biomassa sélida residual foi res-
suspendida em metanol 80%, repetindo-se o procedimento de extragao por mais duas vezes. Todas
as aliquotas obtidas nas sucessivas extragdes foram agrupadas, obtendo-se volume total de 7,5 mL,
o qual foi seco no concentrador de amostra (Centrivap) a 40 °C overnight. Em paralelo, foi realizado
um ensaio de extracdo utilizando-se a amostra fortificada (spiked) com 1 mL do mix de padrdes na
concentragdo de 10 pg/mL, além de um ensaio envolvendo todas as etapas de extragdo somente
com o mix de padrdes na concentragdo de 10 pg/mL.

Separagao dos fitormonios em cartucho de extragao em fase sélida SPE C18-E

Para separacdo dos fitormonios presentes na biomassa, utilizou-se uma etapa de extracdo em
fase sélida (SPE) utilizando-se cartuchos Strata C18-E (55 umA capacidade de 3 mL, ativados com
acetonitrila e pré-condicionados com agua). Os extratos concentrados foram ressuspendidos com
1 mL de agua ultrapura, agitados no vortex, e a mistura solubilizada foi carregada pelo cartucho,
descartando-se o eluato. Repetiu-se o procedimento de ressuspensao com mais duas porcdes de



1 mL de dgua, sempre se descartando o eluato (etapa de lavagem). Para a eluicdo dos compostos de
interesse, os extratos concentrados foram ressuspendidos com trés por¢des de 1 mL de mistura de
acetonitrila:dgua. A cada ressuspensdo, a mistura era carregada no cartucho, recolhendo-se e reu-
nindo-se os eluatos em um tubo. Foram testadas as concentragdes 50%, 70% e 75% de acetonitrila.
Em seguida, os eluatos contendo os compostos de interesse foram evaporados no concentrador de
amostra a 40 °C overnight. Depois, as amostras foram ressuspendidas com 500 ul de acetonitrila
70%, transferidas para vials tipo taga e analisadas no UHPLC-PDA.

Analise cromatografica

A analise foi realizada em cromatégrafo liquido de ultra-alta performance (UPLC Acquity
H-Class Waters, Estados Unidos) acoplado a um sistema de detector de arranjo de diodos (PDA). Os
dados foram processados por meio do software Empower. As amostras foram analisadas na coluna
ACQUITY Premier HSS T3 1.8um VanGuard FIT 2.1 x 100 mm (Waters), na faixa de absorbancia de
200 nm a 400 nm, com selegdo no comprimento de onda de 210 nm e 220 nm. O volume de injecao
foi 2 puL e a temperatura do forno foi mantida em 40 °C. O solvente (A) foi 4gua ultrapura com 0,05%
de 4cido trifluoroacético e o solvente (B) foi acetonitrila com 0,05% de &cido trifluoroacético. As
condigdes de eluicdo cromatografica iniciaram o gradiente com 5% da solugdo B até 12 min, e 95%
da solugdo B até 15 min, com o fluxo de 0,4 mL/min; entre 15 min e 17 min, o fluxo foi de 0,6 mL/
min, com 100% da solu¢do B; depois até 21 min, o fluxo foi 0,4 mL/min com 5% da solucdo B. Uma
vez estabelecidas essas condi¢bes, analisaram-se as amostras e os padrdes. Para verificacao de
eventuais perdas na etapa de lavagem das amostras e dos padrdes, os eluatos descartados na pre-
paracdo de cada uma delas foram reunidos e analisados.

As condicGes cromatograficas desenvolvidas neste trabalho proporcionaram a se-
paracdo e a identificacdo de sete dos nove fitormoénios analisados. Os tempos de reten-
cdo dos compostos apresentados na Figura 1, em minutos, foram os seguintes: pico 1 — trans-
-zeatina = 2,801; pico 2 — trans-zeatina ribosideo = 3,088; pico 3 — acido giberélico = 5,679;
pico 4 — acido 3-indolacético = 6,883; pico 5 — acido salicilico = 7,117; pico 6 — acido abscisico =
8,025; pico 7 — acido 3-indolpropiénico = 8,321. Houve coeluicdo dos picos de acido jasmonico e
acido 3 —indolbutirico (picos 8+9), com tempo de retencdo = 9,428, o que foi confirmado pela ana-
lise individual dos padrdes desses fitormonios.

8+9

o
)
-

Figura 1. Cromatograma do mix de padr&es de fitormdnios 25 pg/mL em 210 nm.



A modificacdo realizada otimizou o processo de extracdo, que foi reduzido de 24 horas para
45 minutos, além de se usar apenas um cartucho, o SPE C18. Essa reducdo possivelmente foi por
causa do rompimento das estruturas celulares com a agitacao no Thermomix, seguida de ultrassom,
com posterior concentragao dos analitos no concentrador de amostras. Essa etapa ndo era feita no
método anterior. A avaliacdo da fragcdo aquosa dos eluatos da etapa de lavagem do cartucho com
agua mostrou que tal procedimento nao causa perdas de fitormoénios nas amostras e nos padrdes.
Essa etapa de limpeza é fundamental para garantir a vida util da coluna cromatogréfica, em razao da
complexidade da matriz da amostra biolégica, permitindo a remogao de uma quantidade significati-
va de compostos polares que ndo tem interesse analitico para o método proposto.

A melhor solucdo de acetonitrila:dgua para a eluicao foi de 75%, que proporcionou recuperacao
acima de 99% para todos os fitormdnios analisados. AlA, AS, abscisico, 3-indolpropidnico, jasmoénico
e 3-indolbutirico apresentaram interacdes hidrofdbicas com a fase estacionaria do cartucho, ocor-
rendo perdas na eluicdo quando se utilizou o extrator com menor forga i0nica. Suas recuperacdes
foram reduzidas, variando de 49% (acido 3-indolbutirico) a 70% (AIA), quando se utilizou acetonitri-
la:agua 70%. Com acetonitrila:agua 50%, a recuperacdo foi ainda menor, variando de 9% a 14% para
esses mesmos fitormonios, ficando os demais em faixas intermediarias.

Apds a otimizacdo das condigGes experimentais de extragao, foram construidas curvas de cali-
bragdo para AlA e para AS, na faixa de 0,5 pg/mL a 25 pg/mL, em 210 nm, obtendo-se coeficiente de
determinacgdo (R2) > 0,98. A andlise de biomassa algal demostrou que a metodologia é sensivel para
detectar variagdo das concentragdes desses fitormonios em fungdo das condi¢bes de crescimento das
microalgas (Tabela 1).

Tabela 1. Concentrac¢des (ug/g de biomassa seca) de acido 3-indolacético (AlA) e acido salicilico
(AS) em microalgas cultivadas isoladamente ou em cocultivo, determinadas em HPLC-PDA.

Controlado 1 1 - - 1,59+0,14 3,44 +1,15
Controlado 1 1 1 - 2,51+0,21 16,66 + 3,21
Controlado 1 1 15 - 2,84%* 19,27*
Controlado 1 1 - 1 3,03+0,39 11,23 +1,07
Controlado 1 1 - 15 1,32* 8,38*
Controlado 1 1 1 1 3,51* 29,41*
Controlado 1 1 15 15 1,60 £ 0,01 10,82+ 1,14
Natural 20 1 - - 1,07* 7,63%
Natural 20 1 15 - 2,16 £0,21 17,49 + 2,82
Natural 20 1 15 15 2,40 £ 0,07 13,92 +0,37

*Amostra Unica.

De maneira geral, o cocultivo da espécie A com qualquer uma das outras duas espécies ava-
liadas resultou em aumento da concentracdo de AIA e AS na biomassa algal resultante, tanto em
condi¢des controladas como em ambiente natural. E relatado que o AS favorece a competicdo de
microalgas a variacbes ambientais (Xu et al., 2020), o que pode explicar esses aumentos nos coculti-
VOS, Uma vez que as microalgas estariam em competicdo e acionariam suas melhores estratégias de
sobrevivéncia. Essa poderia ser uma forma de se obter maiores concentracdes de fitormonios num
processo de exploracdo de microalgas. Ainda ndo ha reportado de tal efeito na literatura.



Conclusao

O método proposto com HPLC/PDA apresentou potencial como procedimento eficiente para
a identificagdao de fitormonios e quantificagcdao dos acidos 3-indolacético e salicilico em concentra-
¢Oes superiores a 0,5 ug/mg em biomassa algal, com redugdo do tempo de analise, economia de
consumiveis e sem a necessidade de acoplar espectrometria de massas. A validagao do método
requer ainda outras etapas, mas os resultados obtidos indicam que o procedimento avaliado é
promissor. O cocultivo de microalgas selecionadas pode induzir aumento da concentragao de fi-
tormonios na biomassa algal, especialmente acido salicilico.
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Linhagem de levedura produtora de acido
citrico a partir de glicerol bruto!
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Resumo

Trés linhagens comerciais de Yarrowia lipolytica (Y. lipolytica Y 1095, Y. lipolytica ATCC 8661 e Y.
lipolytica YB 423) disponiveis na Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia
e Biorrefinarias (CMMAABIo), da Embrapa Agroenergia, foram avaliadas quanto a capacidade de
producdo do acido citrico. Além disso, foram avaliadas diferentes composicées de meios de cultivo
selecionados a partir da literatura, com a finalidade de avaliar qual bind6mio: meio e linhagem apre-
sentaria o maior potencial produtivo do acido. Os cultivos foram realizados em escala laboratorial,
utilizando-se frascos conicos, e como fonte de carbono foi usada a glicerina, glicerol bruto, copro-
duto do biodiesel. Tanto a fonte de carbono como o produto de interesse foram quantificados por
Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UPLC). Trés variacdes de método de quantificacdo do
substrato, glicerol; do acido de interesse, acido citrico; e do subproduto formado, acido isocitrico
foram testadas. Dentre as condi¢cGes de cultivo avaliadas, nas quais variaram-se pH, composicdo
do meio e concentracdo de glicerol, e os métodos de quantificacdo, a linhagem Yarrowia lipolytica
ATCC 8661 alcancou o melhor resultado de acido citrico, com 34,5 g/L, e rendimento de 0,76 g/g de
glicerol consumido, apds 96 horas de cultivo.

Termos para indexagao: acido citrico, biodiesel, biorrefinaria do glicerol, bioconversao, biotec-
nologia industrial.

Introducao

A producdo de acido citrico por fermentacdo microbiana tem sido objeto de pesquisa, por
causa de sua ampla aplicacdo na industria alimenticia, farmacéutica e quimica (Cirimina et al.,
2017). A levedura Yarrowia lipolytica é capaz de produzir acido citrico a partir de diferentes fon-
tes de carbono, como acgucares, etanol, glicerol, entre outras (Rymowicz et al., 2010; Morgunov
et al., 2018). Neste estudo, foram avaliados diferentes meios de cultivo e linhagens da levedura
Yarrowia lipolytica, conhecidamente boa produtora de acido citrico (Papanikolaou et al., 2002),
visando a melhorar a producdo do acido de interesse, a partir de glicerina comercial, um copro-
duto do biodiesel, e, paralelamente, obter o minimo do coproduto da reacdo, o acido isocitrico.
Além disso, foram comparadas diferentes metodologias cromatograficas para a quantificacdo pre-
cisa do acido citrico e do acido isocitrico, durante o processo de fermentacdo da levedura.
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Os cultivos foram realizados em escala laboratorial por fermentacdo submersa em frascos c6-
nicos, utilizando-se glicerina comercial como fonte de carbono. O grau de pureza da glicerina foi de
81,85% (m/m), em termos de glicerol.

Determinagao da concentragao inicial de glicerol

Primeiramente, foram testadas diferentes concentrac¢des iniciais de glicerol (50 g/L, 100 g/L e
150 g/L) em um meio contendo extrato de levedura, KH,PO,, NH,Cl e com pH 5,5. Foram utilizadas
trés linhagens de Yarrowia lipolytica: YB 423,Y 109 5 e ATCC 8661. Apds 120 horas de cultivo a 28 °C
e 180 rpm, as amostras foram coletadas e avaliadas por Cromatografia Liquida de Ultra Performance
(UPLC) para a quantificacdo dos substratos e produtos formados.

Definicao do método para quantificagao de substrato e produtos

Trés metodologias cromatograficas foram testadas para a separacao e quantificacdo dos com-
postos de interesse:

a) Metodologia 1: coluna HPX87H a 45 °C; fase mdvel isocrdtica (5 mmol/L H,SO,); detectores
UV (PDA 210 nm) e RID (45 °C).

b) Metodologia 2: coluna HSST3 a 30 °C; gradiente de eluicdo entre solucdo aquosa de acido
fosférico 0,125% e metanol puro; detector UV (PDA 210 nm).

¢) Metodologia 3: coluna BEH amida a 50 °C; gradiente de eluigdo entre acetonitrila:H,0 (80:20)
e acetonitrila:H,0O (40:60), ambos com acetato de aménio 10mmol/L + 0,2% NH,OH; detec-
tor: ELSD (ganho: 200, pressao: 40 psi, nebulizer mode: cooling; drift tube: 35 °C).

Definicao do meio de cultura base

Em seguida, com base em informacdes da literatura, foram avaliados trés meios de cultivo com
diferentes composicGes, e foi verificada a performance das trés linhagens de Yarrowia lipolytica. A
Tabela 1 apresenta a composicdao dos meios de cultural, 2 e 3.

Tabela 1. Composi¢do dos meios de cultivo.

Glicerina ADM (g/L) 50 50 50
Extrato de levedura (g/L) 5 0.25 0.5
KH,PO, (g/L) 0.2 1.7 7
(NH,),SO, (g/L) - 0.25 -
Na,HPO, (g/L) - 12 2.5
MgSO,.7H,0 (g/L) - 1.25 1.5
Cloridrato de tiamina (g/L) - 0.006 -
cacl, (g/L) - - 0.15
FeCl..6H.0 (g/L) - - 0.15
ZnS04.7H20 (g/L) - - 0.02
MnSO,.H,0 (g/L) - - 0.06
Sulfato de amdnio (g/L) - - 0.5

pH 5.0 6.0 5.5




Avaliacao de meios de cultura

Um novo experimento foi elaborado utilizando o meio 2 como base, e algumas varidveis foram
alteradas para identificar os fatores que influenciariam a produ¢do do acido citrico. A Tabela 2
resume as principais diferengas entre os novos meios testados. Foram investigados os efeitos das
impurezas e dos inibidores presentes na glicerina bruta em comparag¢ao com o glicerol P.A. (puro),
a variacdo da relagdo C/N (carbono/nitrogénio) com aumento ou reducdo, a exclusdo do extrato de
levedura do meio e o controle do pH ao longo do cultivo pela adigdo de KOH 5 mol/L.

Tabela 2. Variagées do meio 2.

1 Bruto (50) 0,25 0,25
2% Bruto (50) 0,25 0,25
3 P.A. (80) 0,25 0,25
4 Bruto (50) 0,50 0,50
5 Bruto (50) 0,50 0,00
6¢C Bruto (50) 0,25 0,25

Tipo de glicerol; bextrato de levedura; controle, composigdo igual ao meio 2.

“Na variante 2, o indculo inicial ocorreu com densidade dtica (OD)=1,5, enquanto em todos os outros foi 0D=0,5.

Esses experimentos foram realizados em triplicata, e foram avaliadas as trés linhagens de
Yarrowia lipolytica. Ao final dessa etapa, a linhagem que apresentou os melhores resultados de
producdo de acido citrico foi selecionada como a linhagem-elite para dar continuidade ao trabalho.

Analise estatistica

A analise estatistica se deu por meio do teste de Dunnett com intervalo de confianga de 95%.

Durante o processo de sele¢do da concentragdo inicial de glicerol, o meio com 50 g/L foi o que
apresentou as maiores produtividades para todas as trés linhagens comerciais testadas. Apds a
selecdo da concentragdo inicial de glicerol, dos trés meios avaliados, o meio 2 foi o que obteve os
melhores resultados.

Dentre as metodologias testadas para a quantificacdo do substrato e dos produtos formados, ape-
nas a metodologia 3 mostrou-se eficaz para separar os analitos de interesse. A Tabela 3, a seguir, con-
densa a média dos resultados obtidos na cromatografia liquida apds os cultivos nas variantes do meio 2.

Tabela 3. Variaveis resposta do cultivo de linhagens de Y. lipolytica para
producdo de acido citrico em diferentes meios de cultivo.

1 18,0 20,3 40,2 13,0 21,2 30,5 10,0 20,7 34,7
2 16,0 14,7 39,7 14,8 14,4 31,9 10,0 14,3 34,9
3 19,3 25,2 32,1 12,6 24,9 20,5 10,0 25,0 25,4

Continua...



Tabela 3. Continuagéo.

4 16,9 20,7 53,0 7,7 20,8 34,6 4,6 20,5 41,6
5 20,4 20,7 52,5 10,0 20,3 32,6 9,6 20,5 41,0
6 12,8 19,5 43,0 3,8 19,2 25,1 3,9 18,9 34,7

43cido citrico; ¢acido isocitrico; ‘glicerol consumido.

Utilizando-se o teste de Dunnett com intervalo de confianga de 95% para analisar os resultados
obtidos, concluiu-se que o controle do pH ao longo do cultivo é crucial para obter uma maior pro-
ducdo de acido citrico. Além disso, verificou-se que o extrato de levedura, como fonte de nitrogénio
organico, ndao é fundamental para a producao do acido desejado, ndo sendo uma exigéncia para a
linhagem de Yarrowia lipolytica utilizada.

Apds os varios experimentos, analisando-se diferentes composicdes de meios de cultivo e, por
fim, utilizando-se a metodologia de quantificacdo que consegue quantificar corretamente tanto
acido citrico como isocitrico, a linhagem que alcangou o melhor resultado em termos do produto de
interesse (acido citrico) foi Yarrowia lipolytica ATCC 8661. Essa levedura produziu 34,5 g/L de acido
citrico, 9,5 g/L de acido isocitrico e rendimento de acido citrico de 0,76 g/g de glicerol consumido
apos 96 horas de cultivo. A condicdo de producdo foi densidade dtica inicial de 0,5, em meio de
cultivo contendo: 50 g/L de glicerol (glicerina ADM); 0,5 g/L de sulfato de amonio; 0,006 g/L de clori-
drato de tiamina; 1,25 g/L MgSO,; 1,7 g/L de KH,PO, e 12 g/L de Na,HPO,. Esse resultado representa
um aumento significativo em comparacdo ao inicio dos experimentos.

As trés linhagens comerciais da levedura Yarrowia lipolytica foram capazes de produzir acido
citrico a partir de glicerol bruto, glicerina, coproduto do biodiesel. Dentre as condi¢des de cultivo
avaliadas, variando-se pH, composicao do meio e concentragao de glicerol, a linhagem Yarrowia
lipolytica ATCC 8661 apresentou o maior potencial para producdo de acido citrico, e por isso essa
linhagem foi selecionada como elite para trabalhos futuros.
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Algumas espécies de macrofungos sdo amplamente exploradas como alimentos, em razdo,
além de seu sabor, das suas propriedades nutricionais e terapéuticas. Nos ultimos anos, o interes-
se tem se voltado para a aplicacdo biotecnoldgica das propriedades desse grupo de fungos, como
a producdo de enzimas lignocelulésicas, de pigmentos e de compostos bioativos. A preservagao
desses microrganismos em cole¢des de cultura garante a conservagdo do germoplasma para in-
vestigacOes e aplicagOes futuras. A preservacdo de macrofungos por longos periodos ainda é um
desafio, fazendo-se necessaria a aplicacdo de diferentes métodos, como criopreservacao, Castellani
e repique continuo. Este estudo apresenta resultados de ac¢des vinculadas ao projeto Regen, que
incluem a reativacdo, a purificacdo e a preservacdo de 140 cepas de macrofungos da Colecdo de
Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABiIo). Além disso,
para contribuir com o objetivo de agregar informacdes sobre potenciais aplicacdes biotecnoldgi-
cas dos microrganismos, foi feita uma triagem, por andlise visual, de cepas com potencial para
producdo de pigmentos. Foram selecionadas 23 cepas que apresentaram coloragdo nos tons de
amarelo, laranja, rosa, vermelho e roxo, seja no micélio ou secretada no meio ao redor das col6nias.
Adicionalmente a preserva¢do dos microrganismos, foram também prospectadas caracteristicas
gue demonstram o potencial biotecnolégico do acervo da CMMAABio.

Termos para indexagao: macrofungos, colegcao de microrganismos, pigmentos naturais.

Macrofungos sao organismos que, na natureza, desempenham papel fundamental na decom-
posicao de matéria organica e ciclagem de nutrientes. As propriedades Unicas desse grupo de fun-
gos, como producdo de compostos bioativos, de pigmentos/corantes, de enzimas e composi¢do
nutricional, tém despertado o interesse em sua exploracdo comercial em diversos setores, como
industria farmacéutica, de alimentos, de materiais, de nutricdo animal e de bioinsumos para o setor
agropecuario, entre outras (Kijpornyongpan, et al., 2022).

A manutencdo desses microrganismos em colecdes de cultura ndo sé garante a disponibili-
dade do germoplasma para pesquisas e aplicacdes futuras como também mantém preservada a
diversidade bioldgica. De maneira institucional, a Embrapa tem promovido a implementacado e a
manutencdo de cole¢des de microrganismos. Um exemplo desse compromisso é a integracao das
colecdes das Unidades da Empresa e o registro dos microrganismos no sistema Alelomicro. Outro
exemplo é o desenvolvimento do projeto REGEN, financiado pelo Sistema Embrapa de Gestao (SEG),
gue tem como objetivo o enriquecimento, a documentacao, a conservacao e a caracterizacao de dez
colecdes de microrganismos. Entre elas, esta a Colecao de Microrganismos e Microalgas Aplicados a
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Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABIo), que possui em seu acervo milhares de microrganismos,
dentre cepas de bactérias, leveduras, microalgas e fungos filamentosos, incluindo os macrofungos.

A preservacdo de macrofungos por longos periodos ainda é um desafio. O método mais utiliza-
do é o de repique continuo, porém essa técnica é muito laboriosa e a transferéncia sequencial para
um novo meio de cultura pode levar ao acumulo de mutac¢des, mudancas fenotipicas e perda da
diversidade genética. Outras estratégias de preservacdo por longos periodos, como criopreservacao
e preservacao por Castellani, tém se demonstrado eficazes para a manutencao de algumas espécies.

Além da preservagdao do germoplasma dos microrganismos, a CMMAABio também tem como
propdsito caracteriza-los quanto as suas potenciais aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo a produ-
¢do de pigmentos naturais. A crescente demanda por substituicdo de corantes sintéticos por coran-
tes naturais tem sido uma tendéncia nas ultimas décadas. A producgdo de corantes por microrganis-
mos é uma alternativa mais vantajosa em comparagdo com outras fontes naturais, como plantas e
insetos, por causa da viabilidade de cultivo em condi¢des controladas e otimizadas. Nesse contexto,
algumas espécies de macrofungos se destacam pelas chamativas cores de seus corpos de frutifi-
cagdo. Além de coloridos, alguns desses compostos possuem propriedades bioativas, como agdo
antioxidante, antimicrobiana e anticancerigena (Suthar, et al., 2021).

O objetivo deste trabalho é organizar, preservar e manter cepas de macrofungos da colecdo
CMMAABIo e seleciond-las visualmente quanto ao potencial de producdo de pigmentos.

Verificacao da viabilidade e pureza

Cento e oitenta e cinco cepas de macrofungos previamente armazenadas na CMMAABio tive-
ram sua viabilidade e pureza checadas. Utilizando a técnica de repique, uma pequena quantidade
de micélio do fungo foi transferida para o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), e as placas
foram incubadas a 28 °C por sete dias a 15 dias. O crescimento dos fungos nas placas foi monitorado
e sua pureza foi verificada, garantindo a auséncia de contaminacdes por bactérias ou outros fungos.
As cepas categorizadas como puras foram encaminhadas para a etapa de preservacado e triagem das
cepas com potencial para a producdo de pigmentos.

Triagem de cepas com potencial para a produgao de pigmentos

As placas com fungos com bom crescimento em meio BDA foram fotografadas de ambos os
lados (frente e verso) para documentacdo das caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas das col6-
nias. O meio BDA é indicado para promover o crescimento de macrofungos e por ser adequado para
producdo de pigmentos. Foram selecionados os macrofungos que apresentavam algum tipo de co-
loracdo rosa, roxa, laranja, amarelo, vermelho e marrom, tanto no micélio quanto secretada no agar.

Preservacao das cepas

Método de Castellani: discos de 10 mm de micélio crescido em meio BDA por sete dias a 14
dias foram transferidos para cinco criotubos e submersos em agua destilada. Os tubos estdo manti-
dos em temperatura ambiente.

Criopreservagao: discos de 10 mm de micélio crescido em meio BDA por sete dias a 14 dias
foram transferidos para cinco criotubos e submersos em solugdo crioprotetora de glicerol 20%
(m/v). Os criotubos estdo mantidos em ultrafreezer a -80 °C.

Repique continuo: fragmentos de micélio crescido em agar BDA foram transferidos para meio
BDA solidificado de forma inclinada (slant) em tubos Falcon (duplicata). Os tubos foram incubados



na temperatura de 28 °C por sete dias a 14 dias. Apds o desenvolvimento do micélio, os tubos foram
armazenados a 10 °C. Esse método ndo garante a viabilidade do fungo por longos periodos, por isso,
esse procedimento é repetido a cada quatro meses ou cinco meses.

Verificagao da viabilidade, pureza e preservagao das cepas

O acervo de macrofungos da CMMAABiIo conta com cerca de 200 cepas. A criopreservacao é
o principal método de preservacao da cole¢cdo. No entanto, por causa dos desafios de preservagao
dos macrofungos por esse método (sobrevivéncia apds congelamento), as cepas também estdo
mantidas pelo método de Castellani e repique continuo. A manutenc¢do de macrofungos em cole-
¢cOes de cultura requer um trabalho cuidadoso e continuo de verificacao de viabilidade e pureza das
cepas e renovacgao dos estoques do germoplasma preservado. Atualmente, esse trabalho é possibi-
litado pelo desenvolvimento do projeto REGEN. Até o momento, foi possivel obter 140 cepas vidveis
e livres de contaminacdo. Essas cepas foram fotografadas para a documentagao das caracteristicas
morfoldgicas das colonias e foram preservadas pelos métodos de criopreservacgao, repique continuo
e Castellani.

Triagem de cepas potencialmente produtoras de corantes

Dentre as 140 cepas que se mostraram vidveis e puras, 23 apresentaram coloragdo intensa, seja
no micélio ou secretada no dgar. Uma diversidade de coloragdes foi observada, sendo elas: rosa,
roxa, laranja, amarela, vermelha e marrom. Informacdes referentes as cepas com potencial produ-
tor de corante estdo registradas na Tabela 1, enquanto a Figura 1 apresenta as imagens das cepas

fotografadas em meio BDA apds um periodo de cultivo de sete dias a 15 dias.

Tabela 1. Macrofungos selecionados como potencialmente produtores de corantes.

1 BRM 067553 Basidiomycetes Marrom Branca/Amarela
2 BRM 062449 Basidiomycetes Marrom Branca/Marrom
3 BRM 063103 Basidiomycetes Marrom Branca

4 BRM 062453 Basidiomycetes Roxa Roxa

5 BRM 062377 Basidiomycetes Amarela Branca

6 BRM 062381 Basidiomycetes Laranja Branca

7 BRM 060013 Pycnoporus sanguineus Laranja Branca/Laranja

8 BRM 067565 Basidiomycetes Marrom Branca

9 BRM 067568 Basidiomycetes Marrom Branca

10 BRM 062542 Basidiomycetes Laranja Branca

11 BRM 063322 Basidiomycetes Roxa/Rosa Branca

12 BRM 067591 Panellus stipticus Laranja Branca

13 BRM 067593 Laetiporus cincinnatus Laranja Branca

14 BRM 067588 Pholiota adiposa Marrom Branca

15 BRM 055652 Chlorophyllum molybdites ~ Marrom/Laranja Branca

16 BRM 059975 Oudemansiella canarii Marrom/Amarela  Branca

17 BRM 056513 Pleurotus pulmonarius Roxa/Vermelha Roxa/Vermelha

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Cédigo BRM Espécie ou grupo Coloragao do Coloragao do
taxonémico meio micélio
18 BRM 059978 Tyromyces pulcherrimus Vermelha Vermelha
19 BRM 056056 Xylaria cubensis Roxa/Vermelha Roxa/Branca
20 BRM 044248 Ganoderma lobatum Marrom/Amarela  Branca
21 BRM 044601 Flammulina velutipes Laranja Branca
22 BRM 051906 Pleurotaceae Amarela Branca/Amarela
23 BRM 052849 Pluteaceae Marrom Branca
Frante verse Frente versa Frente versa Frente vers
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Figura 1. Imagens das cepas de macrofungos potencialmente produtoras de corantes.

1: BRM 067553; 2: BRM 062449; 3: BRM 063103; 4: BRM 062453; 5: BRM 062377; 6: BRM
062381; 7: BRM 060013 - Pycnoporus sanguineus; 8: BRM 067565; 9: BRM 067568, 10: BRM 062542;
11: BRM 063322; 12: BRM 067591 - Panellus stipticus; 13: BRM 067593 - Laetiporus cincinnatus; 14:
BRM 067588 - Pholiota adiposa; 15: BRM 055652 - Chlorophyllum molybdites; 16: BRM 059975
- Oudemansiella canarii; 17: BRM 056513 - Pleurotus pulmonarius; 18: BRM 059978 - Tyromyces
pulcherrimus; 19: BRM 056056 - Xylaria cubensis; 20: BRM 044248 - Ganoderma lobatum; 21: BRM
051906 - Flammulina velutipes ; 22: BRM 051906 - Pleurotaceae; 23: BRM 0528944 - Pluteaceae.

A Tabela 1 apresenta informacdes que indicam se a coloragdo foi observada no micélio, indi-
cando a producdo de pigmentacdo intracelular, ou se foi observada no agar (ao redor das col6nias),
indicando a secre¢do dos compostos coloridos. Para um processo de producdo desses corantes,



a secre¢do para o meio extracelular é mais vantajosa, pois elimina uma etapa de extragao intra-
celular a partir da massa micelial. Nesse sentido, merecem destaques as cepas BRM 062381 (6),
BRM 060013 - Pycnoporus sanguineus (7), BRM 067568 (9) e BRM 063322 (11) e BRM 051906 -
Flammulina velutipes (11), em razao da capacidade de secretar compostos de coloracdo intensa no
meio ao redor das colonias.

Pode-se destacar, como potenciais produtoras de pigmentos amarelo/laranja, as cepas BRM
062381 (6), BRM 060013 - Pycnoporus sanguineus (7), BRM 059975 - Oudemansiella canarii (16) e
BRM 051906 - Flammulina velutipes (21). Pycnoporus sanguineus, cogumelo orelha-de-pau, apre-
senta corpo de frutificacdo com coloracdo laranja intensa. Segundo Meng et al. (2022), os compos-
tos majoritarios responsaveis pela coloracdo, cinabarina, acido cinabarinico e tramesaguin, apre-
sentam também propriedades antivirais, antibacterianas e anti-inflamatdrias.

As cepas BRM 062453 (4), BRM 063322 (11), BRM 056513 - Pleurotus pulmonarius (17), BRM
059978 - Tyromyces pulcherrimus (18) e BRM 056056 - Xylaria cubensis (19) podem ser destaca-
das como produtoras de intensa coloragdo rosa/vermelha. Tyromyces pulcherrimus, cogumelo
“strawberry bracket”, possui corpo de frutificagdo com coloragdo rosa/vermelha, e a composicdo
de seu pigmento ainda ndo estd descrita na literatura.

A caracterizacdo de cepas com potencial para a producado de pigmentos e a documentacao des-
sas informacdes agrega valor a CMMAABIo ao fornecer dados que podem ser futuramente utiliza-
dos como ponto de partida para a prospecc¢ao e avaliacdo da aplicacdo biotecnoldgica dessas cepas.

Cento e oitenta e cinco cepas de macrofungos foram reativadas e 140 tiveram a pureza che-
cada e foram preservadas por criopreservagao, repique continuo e pelo método de Castellani. As
cepas foram triadas visualmente e foi possivel selecionar 23 macrofungos com potencial para serem
posteriormente investigados quanto a produgdao de pigmentos. Além da preservagao dos micror-
ganismos, este trabalho contribuiu para a inclusdao de informag¢des que demonstram o potencial
biotecnoldgico do acervo da CMMAABIo.
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Modelagem e producao de espidroina sintética
de seda de aranha para aplicacoes biomédicas
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Resumo

Sedas de aranhas sdo biopolimeros com extraordindrias caracteristicas fisico-quimicas. Elas
podem ser processadas e utilizadas em diversos biomateriais inovadores como particulas, além da
forma natural de fibras. Entretanto, por causa da limitacdo da obtencdo desse material in natura,
é necessdrio o desenvolvimento de sistemas de producdo heteréloga de proteinas de seda de ara-
nha (espidroinas). Neste trabalho, buscou-se, por meio da biologia sintética, a produ¢dao de uma
espidroina em Eschericha coli BL21(DE3). A espidroina sintética foi baseada na sequéncia da pro-
teina MaSp2 da aranha do Cerrado brasileiro Parawixia bistriata, aqui denominada Engenheirada 1
(Engl). Para isso, a espidroina Eng1 foi sintetizada no plasmideo pET24a, contendo um peptideo-si-
nal de secre¢ao de uma B-xilosidase e mais oito repeti¢ées da regido de interesse da MaSp2, além
de regides bioativas para enderegcamento celular. As bactérias foram transformadas, e as proteinas
foram produzidas por autoindugdo em frasco Erlenmeyer de 2 L. Logo apds, as células foram pre-
cipitadas por centrifugacdo, e o sobrenadante foi concentrado por ultrafiltragcdo para posterior pu-
rificacdo das espidroinas por cromatografia de afinidade. A producdo da Engl, com 33,54 kDa, foi
confirmada por SDS-PAGE corado com nitrato de prata e Western blot. A partir deste trabalho, foi
possivel desenvolver um sistema heterdlogo para a produc¢do de espidroinas sintéticas de sedas de
aranhas. A vantagem deste sistema estd na capacidade do peptideo-sinal de secretar a espidroina
sintética para o meio de cultura.

Termos para indexagao: Parawixia bistriata, Escherichia coli, MaSp2, espidroina sintética.

Introducao

As proteinas de seda de aranha (espidroinas) inspiram pesquisadores, por suas propriedades
mecanicas, pois sao elasticas e resistentes ao mesmo tempo, além de manterem essas proprieda-
des em temperaturas extremas (-70 °C a 200 °C). Isto as torna um material de alto valor visando a
aplicagOes biomédicas, por exemplo, na Odontologia, Dermatologia e Medicina Regenerativa (Johari
et al., 2022). As aranhas que formam redes orbiformes podem ter até sete tipos diferentes de glan-
dulas produtoras de seda: a ampolada maior, a ampolada menor, a flageliforme, a tubuliforme, a
aciniforme, a agregada e a piriforme. A seda dragline (linha de segurancga) é produzida na glandula
ampolada maior, e é composta pelas espidroinas MaSp 1 e MaSp 2 (Bhattacharyya et al., 2021). As
fibras formadas por essas duas espidroinas apresentam extraordindrias caracteristicas mecanicas,
sendo cinco vezes mais resistentes do que o aco e trés vezes mais resistentes do que a fibra sintética
de alta qualidade Kevlar (Connor et al., 2023).
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As espidroinas sdo constituidas por trés regides: a regidao N-terminal e a regido C-terminal,
que ndo se repetem e sdo altamente conservadas, e a terceira, que é formada por uma regido
central contendo mdédulos repetitivos e ricos em aminodacidos alanina (A), glicina (G) e prolina (P)
(Finnigan et al., 2020). As unidades repetitivas presentes nas espidroinas podem ser agrupadas em
quatro categorias: 1) GPGXX/GPGQQ; 2) (GA)n/An; 3) GGX; e 4) regides espacadoras (spacers). Tais
motivos estruturais sdo considerados responsaveis por proporcionar elasticidade, resisténcia me-
canica, leveza, extensibilidade e flexibilidade as fibras de seda de aranhas (Bittencourt et al., 2007).

No entanto, o acesso as fontes naturais da seda de aranha e os métodos de processamentos
sdo limitados. Gracas aos avancos tecnoldgicos da biologia sintética, hoje é possivel sintetizar
novas sequéncias genéticas que codificam proteinas de seda de aranha sintéticas. Esse processo
de design in silico de novas espidroinas, utilizando mddulos diferentes das proteinas de sedas de
aranhas, e a inclusdo de regides bioativas especificas podem resultar em proteinas que adotem
novas funcdes para a producdo de biomateriais voltados para aplicacdes biomédicas (Connor et
al., 2023; Finnigan et al., 2020). No entanto, mesmo com os avang¢os tecnoldgicos, ainda se faz
necessario o desenvolvimento de sistemas de producdo heterélogos eficientes e que permitam o
escalonamento da producdo de espidroinas sintéticas para diferentes aplicacdes.

Desse modo, este trabalho teve por objetivo modelar uma espidroina sintética para o desen-
volvimento de nanoparticulas carreadoras de acidos nucléicos, denominada Engenheirada 1 (Engl),
baseada na seda da aranha Parawixia bistriata, natural do Cerrado brasileiro, e otimizar sua produ-
¢do em Eschericha coli, por meio da inser¢ao de um peptideo-sinal para secretar a espidroina sinté-
tica produzida para o meio de cultivo e facilitar o seu processo de purificagao.

Clonagem da espidroina, expressao e purificagao da proteina

O plasmideo contendo a espidroina Eng1 foi sintetizado pela empresa Epoch Life Science (Texas,
Estados Unidos), no plasmideo pET24a para a expressdao em bactéria E. coli BL21(DE3). A espidroina
foi modulada contendo cinco partes de interesse: 1) o peptideo-sinal de secrecdo da B-xilosidase
Bglll inserido antes da cauda de histidina na por¢do N-teminal do préprio plasmideo (Souto et
al., 2021); 2) um peptideo internalizador celular; 3) a espidroina MaSp2 contendo oito mdédulos in
tandem; 4) uma regiao de polilisina (15) para ligacao de acido nucleico; e 5) peptideo de localizagao
nuclear (Figura 1).
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Figura 1. Mapa do plasmideo pET24a contendo o material genético da proteina Engl.

O plasmideo foi inserido em bactéria E. coli BL21(DE3) por transformacdo de choque tér-
mico. A bactéria foi cultivada em meio MDAG-135, uma aliquota foi retirada para realizacdo de



minipreparacao de plasmideo, e a confirmacao dele foi feita por enzimas de restricdes. Em seguida,
1 mL do pré-indculo foi transferido para 500 mL de meio ZY(2X)M-5052 pH 8,0 (Studier, 2005) em
Erlenmeyer de 2 L, contendo antibidtico canamicina 100 pg/mL. O cultivo ocorreu a 37 °C com agita-
¢do a 300 rpm por ~4 horas, momento em que a OD600 chegou a 0,8. Nesse momento, a tempera-
tura foi diminuida para 18 °C, e as bactérias foram cultivadas por mais 48 horas, na mesma rotacao.

Apds o cultivo, as células foram precipitadas por centrifugacdo a 8.000 xg por 30 min em tem-
peratura ambiente. O sobrenadante foi separado e concentrado pelo sistema de ultrafiltracdo por
agitacdo/pressdo. Uma aliquota desse volume concentrado foi aquecida a 95 °C por 30 min, centri-
fugada a 14.000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi avaliado por SDS-PAGE para verificar a producdo
da espidroina.

A partir do restante do volume concentrado (~50 mL), a espidroina sintética Engl foi entdo pu-
rificada por cromatografia de afinidade (AKTA-GE), utilizando-se uma coluna de sefarose carregada
com niquel (5 mL Histrap FF -GE). Para isso, adicionou-se o mesmo volume de solu¢ao tampao de
ligacdo (20 mM Tris-HCI pH 10,0, 50 mM NaCl, 20 mM imidazol) na amostra, antes de iniciar o pro-
cesso de purificacdo. Apds a passagem de toda a amostra na coluna, ela foi lavada com 100 mL da
mesma solu¢do tampao de ligagao, e, ao final, a proteina foi eluida em 10 mL de solu¢do tampao
20 mM Tris-HCl pH 10,0, 50 mM NaCl, 500 mM imidazol. Para verificacao da eficiéncia do processo
de purificagdo, as fragdes do volume passado, lavado e eluido foram avaliadas por SDS-PAGE corado
com nitrato de prata 20% ao final (Nesterenko et al., 1994). Apds purificacdo, a proteina foi quanti-
ficada por Nanodrop (Thermo Fischer) na absorbancia de 280 nm, para verificagdo do rendimento
de producdo e foi avaliada qualitativamente por Western blot, utilizando um anticorpo comercial
contra cauda de histidina, conjugado com fosfatase alcalina (A5588-Sigma).

Decorrido o cultivo da bactéria, a OD600 estava em 7,8 e o pH diminuiu de 8 para 7,05. Apds a
centrifugacdo, a massa celular Umida precipitada foi medida, rendendo 10,13 g. Apesar de Studier
(2005) afirmar que essa metodologia permite um crescimento de células em alta densidade (OD600
> 10), com estabilidade do plasmideo, ndo foi o que ocorreu neste caso. Observando o valor encon-
trado do pH, a sua queda nao foi o fator limitante do crescimento da bactéria. Normalmente isso
acontece quando o pH fica muito 4cido (~5,5). Uma possivel explicacdo da OD600 ndo ter alcangado
os valores de referéncia pode estar relacionado a composicao da espidroina, que demanda uma alta
quantidade de aminoacidos glicina (29,6%), alanina (24,8%), glutamina (10,9%) e prolina (9,6%), o
gue pode ter limitado o metabolismo basal da E. coli. Outra possibilidade estd relacionada ao fato de
a proteina ndo estar na porgao intracelular, ou seja, a medida que a bactéria produziu a proteina, ela
foi secretada, e a energia utilizada neste processo pode ter interferido na multiplicacao bacteriana.

A proteina de seda Engl tem 33,54 kDa com ponto isoelétrico em 10.26, e foi identificada na
porgdo do extrato proteico do meio de cultura (500 mL para 50 mL). Desse meio, uma amostra de
1 mL foi fervida, centrifugada e submetida a SDS-PAGE corado com prata (Figura 2B) e Western
blot contra cauda de histidina (Figura 2A), o que permitiu sua identificagdo (Figura 2). Em razao de
sua natureza hidrofébica, é natural que ela migre pelo gel de poliacrilamida, diferentemente do
padrdo esperado.
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Figura 2. Extrato proteico de seda Engl (seta vermelha) separada em SDS-PAGE e analisada por (A) Western
blot e (B) nitrato de prata. 1-Amostra n3o fervida. 2-Amostra fervida. M— Marcador de peso molecular.

Esse resultado confirmou a produgao da espidroina sintética Engl em E. coli e a sua secregao
para o meio de cultivo, além de confirmar sua termoestabilidade similar a apresentada pelas espi-
droinas naturais. Isso facilita ndo s6 o processo de purificacdo da espidroina sintética, uma vez que
a elevada temperatura normalmente tem a capacidade de desnaturar proteinas, mas também a
posterior aplicacdo da Engl no desenvolvimento de diferentes biomateriais.

A Engl foi purificada a partir do meio de cultivo concentrado por cromatografia de afinidade, e
as fragGes referentes ao volume passado E1A1 a E1A3 (Figura 3A), ao lavado E1B1 a E1B3 (Figura 3A)
e as eluicdes Al a B5 (Figura 3) foram analisadas qualitativamente por SDS-PAGE corado com nitrato
de prata (Figura 3). Como a Engl possui uma cauda com dez histidinas, isso permitiu uma aderéncia
eficiente da molécula na coluna, beneficiando o processo da purificagdo. Com esse processo foi pos-
sivel adquirir um rendimento de producdo de 11,46 mg de proteina.
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Figura 3. A proteina de seda Eng1 purificada foi separada em gel SDS-PAGE e analisada por nitrato de prata. Amostras
E1A1 a E1A3 volume passado; E1B1 a E1B3 lavado; Al a B5 fragdes de purificagdo; M—Marcador de peso molecular.
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Interessantemente, durante a quantificacdo da Engl em Nanodrop, foi possivel verificar a con-
taminagdo da proteina purificada com acidos nucleicos. Embora a presenca de acidos nucleicos no
extrato proteico puro seja indesejada, esse resultado traz indicios de que insercdo da regido rica em
lisina na Engl contribuira para a producdo de nanoparticulas carreadoras de acidos nucleicos.

A partir do conhecimento da composicdo e da estrutura das espidroinas produzidas por ara-
nhas, foi possivel desenvolver espidroinas hibridas sintéticas para aplicacdo de interesse biomédico
nas condicdes do estudo. A proteina Engl derivada da aranha do cerrado P. bistriata foi produzida
por bactéria E. coli e secretada no meio de cultivo de autoinducdo. Foi utilizado um peptideo-sinal
proveniente da enzima Bgl11, uma B-xilosidase produzida por uma bactéria ndo cultivada, previa-
mente identificada em uma biblioteca metagenémica de rimen de caprinos. Esse processo permitiu
a purificagdo da espidroina diretamente do meio de cultivo, evitando uma etapa de lise celular.
Além disso, a espidroina mostrou-se termoestavel e com capacidade de ligacdo a dcidos nucleicos.
Os resultados alcancados neste trabalho serdo utilizados para o escalonamento da producdo da
espidroina Engl em biorreatores, objetivando a producdo de nanoparticulas capazes de carrear e
entregar acidos nucléicos em células de mamiferos.

Este trabalho foi financiado pela Funda¢dao de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF),
processo #00193-00001028/2021-41.
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Rafael Moreira Marques?, Felipe Orcelli Wojcieckowski?, Gabriel de Szechy Vigna®, Dasciana Rodrigues®, Jhenifer Bastos,
Rossano Gambetta®

O ensaio de Potencial Biogquimico de Metano (PBM), ou Biochemical Methane Potential
(BMP), € um método usado para avaliar a quantidade de metano que pode ser produzido a partir
da decomposicdo anaerdbica de diferentes matérias organicas. A finalidade do estudo foi analisar
o potencial de geracdo de biogds e biometano a partir do bagaco de cana-de-acgucar e de produtos
provenientes da auto-hidrdlise, sendo eles o sdlido pré-tratado, o hidrolisado e a combinacdo dos
dois. Além disso, houve o objetivo de observar se existe algum tipo de inibi¢cdo, por meio da rela-
cdo indculo e substrato (RIS). A auto-hidrdlise foi realizada a uma temperatura de 180 °C, durante
40 minutos e com uma proporc¢ao de 10 gramas de agua para cada grama de bagaco de cana seco.
Os quatros substratos foram capazes de gerar biogds. No entanto, na RIS 1:1, tanto o hidrolisado
guanto o sélido pré-tratado mais o hidrolisado ndo apresentaram geracdo de gas metano.

Termos para indexagao: PBM, bagaco de cana-de-agucar, auto-hidrélise, RIS.

Os residuos lignoceluldsicos sdo compostos principalmente por celulose, hemicelulose e lig-
nina. Estdo presentes em materiais vegetais, como madeira, palha, bagaco de cana-de-acgucar e
outros subprodutos da industria agricola, sdo altamente biodegradaveis por causa da presenca de
enzimas especificas em microrganismos, como bactérias e fungos, que sdo capazes de quebrar os
componentes da lignocelulose em acucares simples. Esses aclicares podem entdo ser convertidos
em produtos Uteis, como bioetanol, biogas ou outros produtos quimicos. Apesar das vantagens po-
tenciais, o processamento dos residuos lignoceluldsicos exibe desafios significativos. A lignocelulose
é altamente resistente a degradacdo e requer pré-tratamento adequado para quebrar as ligagoes
guimicas e facilitar a liberacdo dos acgucares. Os principais tipos de pré-tratamento sao os fisicos,
guimicos, térmicos e bioquimicos, mas também podem ter combinagGes entre eles. A auto-hidréli-
se é um processo hidrotérmico que utiliza 4gua como agente para quebrar as ligacdes quimicas da
lighocelulose. Ela oferece a vantagem de evitar o uso de agentes quimicos adicionais, mas requer
controle preciso de temperatura e tempo de reacdo para maximizar a eficiéncia da quebra da ligno-
celulose (Baéta, 2016). O ensaio de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) é um método utilizado
em laboratdrio para avaliar a quantidade de metano que pode ser produzido a partir da decomposi-
cdo anaerdbica de diferentes matérias organicas. Ele € comumente usado para avaliar a capacidade
de producdo de biogas de materiais biodegradaveis (Holliger et al., 2016).

No ensaio de PBM, o substrato organico é colocado em um reator fechado chamado biodigestor,
juntamente com um indculo contendo microrganismos anaerdbios, como bactérias metanogénicas,
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responsdveis pela decomposicdo da matéria organica e producdo de metano. O reator é mantido
em condi¢des anaerdbias, sem oxigénio, com temperatura e pH adequados para crescimento e
atividade desses microrganismos. Ao longo do tempo, a producdo de metano é monitorada por
meio de medidas regulares do volume acumulado de gds metano gerado. A quantidade de metano
produzida no ensaio de PBM é um indicativo do potencial de geracdo de biogas e pode ser usada
para estimar a eficiéncia da degradacdao da matéria organica, bem como comparar diferentes subs-
tratos em termos de sua capacidade de produgao de metano (Holliger et al., 2016; Verein Deutscher
Ingenieure, 2006).

Nos testes de PBM, a quantidade de indculo e substrato utilizada é baseada na relagdo in6-
culo/substrato (RIS). Esse parametro é crucial para o experimento, pois por meio dele é possivel
avaliar o potencial de producdo do biogas ou a inibicdo de determinadas matérias organicas. Essa
relacdo é calculada por meio dos sdlidos volateis, uma vez que essa medida indica a quantidade de
residuo organico. Na avaliacao de producao do biogas, recomenda-se que a parte de sdlidos vola-
teis do inéculo seja no minimo o dobro do substrato. J& na verificacdo da inibicdo sdo necessarias
fracOes iguais ou menores do indculo (Holliger et al., 2016; Verein Deutscher Ingenieure, 2006). O
objetivo do trabalho foi verificar o potencial de geracao de biogds e biometano com o bagaco de
cana-de-acucar e com os produtos provenientes da auto-hidrdlise, sendo eles o sélido pré-tratado,
o hidrolisado e a combinacdo dos dois. Além disso, buscou-se observar se existe algum tipo de inibi-
¢do por meio da variagdo de inéculo/substrato.

Materiais e métodos (T1)

Caracteristicas do indculo e substrato (T2)

O ind6culo é originario do reator anaerdbio situado na drea de plano piloto (APP) da Embrapa
Agroenergia e contém 80% de digestato de biodigestor utilizado no tratamento de residuos da
suinocultura e 20% de residuos brutos de bovinos. O reator estd em funcionamento ha 6 meses e
recebe uma carga de alimentacdo de 0,5 g SV/L trés vezes por semana. A alimentacdo é composta
por uma mistura de farinha de milho, proteina de soja, 6leo vegetal e 4gua, mantendo o teor de sdli-
dos totais abaixo de 10%. O substrato utilizado foi o bagaco de cana-de-aclcar, proveniente de uma
usina de producdo de etanol e acucar localizada em Goids, chamada Jalles Machado.

Aplicacao do pré-tratamento por auto-hidrélise (T2)

O pré-tratamento do bagaco de cana-de-acgucar foi processado em um reator de aco inoxi-
davel com capacidade interna de 5 galGes e controle de pressdo e temperatura (marca Parr, modelo
4555). O reator foi alimentado com 0,8 Kg de bagaco de cana-de-aglcar e misturado com 8 L de
agua da torneira até que todo o material estivesse completamente absorvido e uniformemente
misturado. A mistura foi levada para o reator e, sob agitacdo, foi aquecida até atingir a temperatura
de 180 °C, mantida por 40 minutos nessa temperatura. Apds essa etapa, o reator foi resfriado utili-
zando a recirculacdo de agua fria na camisa, e o conteudo foi coletado para a separacao da fracao li-
quida (hidrolisado) e da fragdo sdlida (solido pré-tratado). O conteudo liquido totalizou cercade 8 L,
enquanto a parte sélida correspondeu a aproximadamente 0,7 Kg. Ambas as fracdes foram arma-
zenadas em recipientes de vidro e mantidas a uma temperatura de -20 °C para evitar a degradacao.

Ensaio de potencial bioquimico de biogas e metano (T2)

Os ensaios de potencial de producdo de biogas (PBB) e metano (PBM) foram realizados se-
guindo uma metodologia descrita por Holliger et al. (2016), e os critérios foram mantidos na norma
VDI 4630 (2005). Essa abordagem envolveu a realizagdao de testes em batelada utilizando frascos de
penicilina de 100 mL, empregados em temperatura mesofilica (37 °C). O volume de inéculo e subs-
tratos adicionados aos frascos foi calculado com base no balanco de massa, considerando o teor



de sdlidos volateis em base Umida. A relagdo indculo/substrato (RIS) utilizada foi de 1:1, 3:1 e 5:1
(m/m). Um total de 42 frascos foi utilizado para incubar o indculo, celulose microcristalina (padrdo),
bagaco de cana-de-agucar in natura, receita sdlida, receita liquida (hidrolisado) e mistura da receita
sélida e liquida na propor¢do de 10:90 (m/m). Para avaliar a qualidade do inéculo em relagdo ao
potencial de producdo de biogds e metano, foram incubadas trés garrafas contendo celulose micro-
cristalina como amostra padrao, utilizando a relacdo indculo/substrato de 3:1, conforme recomen-
dado por Holliger et al. (2016). Para medir o volume de biogas produzido diariamente, utilizou-se
uma seringa de vidro acoplada a um manémetro digital portatil, que foi conectado aos frascos de
penicilina. O volume de biogas foi determinado pela movimentacdo do émbolo da seringa, junta-
mente com a equaliza¢do da pressao interna com a pressao ambiente. O volume de gas medido na
seringa de vidro foi verificado com base na temperatura e na pressdao ambiente, levando em conta
as Condicbes Normais de Temperatura e Pressdo (CNTP).

Resultados e discussao (T1)

Na decomposicdo anaerdbia, as bactérias metanogénicas degradam a matéria organica e
produzem biogds (gas metano e carboOnico principalmente). A analise que mostra a quantidade
dessa matéria presente na biomassa sdo os sélidos volateis (Operacdo..., 2021). Neste trabalho, foi
feita essa andlise no indculo e nos substratos. A Tabela 1 mostra os valores de sdlidos totais (ST%) e
sélidos volateis em base umida (SV%bu). A partir dos resultados, percebe-se que o bagago de cana
possui os maiores valores, seguidos do sélido pré-tratado, da mistura do sélido com o hidrolisado
e por ultimo somente o hidrolisado. Na Tabela 2, verifica-se que todas as rela¢des indculo/subs-
trato (RIS) produziram biogds, sendo que todos os substratos produziram mais na RIS 5:1, em que
que a proporcao de sélidos volateis de indculo é cinco vezes maior que a de substrato. Percebe-se
também que aumentou a producdo de biogds com o crescimento da RIS. Referente ao gas metano,
observa-se que houve inibicdo na producdo tanto no hidrolisado quanto no hidrolisado mais sélido
na relagdo 1:1, porém, nas outras RIS, esses dois substratos geraram mais gas metano que os outros.

Tabela 1. Teor de sdélidos totais (ST%) e volateis em base imida (SV %bu).

Bagaco de cana 92,7 89,9
Solido pré-tratado 16,8 14,9
Hidrolisado 1,1 0,9
Solido + hidrolisado 1,2 1,1

Nota-se também que a composicdo de metano no biogas foi maior na RIS 5:1 em todos os
substratos. Comparando-os, identifica-se que o teor de metano ficou maior com o bagaco e o sélido
pré-tratado na relacdo 1:1 e 3:1. No hidrolisado e na mistura, a producdao de metano é praticamente
zero na RIS 1:1, porém esses substratos produziram biogds. Desse modo, esse gas deve ser compos-
to predominantemente por diéxido de carbono. Na Tabela 3, foram calculadas as quantidades de
biogas e biometano em litros normalizados por quilograma de substrato seco (LN/Kg Sub) por meio
dos valores de sélidos volateis em base Umida e dos sélidos totais. Considerando-se como exemplo
o bagaco de cana (RIS 5:1), que detém 89,9% de SV bu e 92,7% de ST, multiplicando-se o volume de
biogds 601 + 12 LN/Kg SV pelos SV bu e dividindo pelos ST, obtém-se o volume de biogas por quilo-
grama de bagaco seco 583 + 11 LN/Kg Substrato seco.

Segundo a Tabela 3, verifica-se que o hidrolisado e a mistura produziram mais biogds e bio-
metano por quilograma, uma vez que nesses substratos ha substancias mais simples quimicamen-
te e solliveis em meio aquoso e, portanto, mais faceis de serem degradadas pelos microrganis-
mos, pois passaram por um processo de auto-hidrélise (Baéta, 2016). Entretanto na relagdo 1:1,



em que a quantidade de hidrolisado e da mistura é maior que as outras relagdes, ndo houve pro-
ducdo de metano. Uma das razdes podem ser altas concentra¢des de determinados compostos
que inibem a atividade das metanogénicas (Operacdo...,, 2021), por exemplo, acidos organicos,
compostos fendlicos e furanos, sendo que essas substancias sdo geradas em auto-hidrdlise de
bagaco de cana (Baéta, 2016).

Tabela 2. Producédo acumulada de biogas e biometano por Kg de SV e
composicdo de metano seco nos diferentes substratos e RIS.

Produgdo acumulada

Produgdao acumulada Produgdao acumulada Produgdo acumulada de

RIS de biogas (LN/Kg SV) de biogas (LN/Kg SV) de biogas (LN/Kg SV) biogas (LN/Kg SV)

1:1 439+11 2701 47 +5 679

3:1 523+10 3607 1100 + 28 1050 + 22

5:1 601+12 474+ 6 1296 + 25 1181 +18

RIS Composicao de Composicao de Composi¢ao de Composi¢do de metano

metano seco (%) metano seco (%) metano seco (%) seco (%)

1:1 57,20 55,80 0,00 0,00

3:1 52,20 55,40 26,30 28,80

5:1 61,10 64,70 48,30 63,00

RIS Produg¢dao acumulada Produgao acumulada Pzzd;iz:;t;mu/l;:a Produg¢do acumulada de
de metano (LN/Kg SV) de metano (LN/Kg SV) sv) metano (LN/Kg SV)

1:1 251+6 151+0,3 0+0 0+0

3:1 2735 200+ 4 289 +7 3037

5:1 3677 3064 626 + 12 745+ 11

RIS

1:1

3:1

5:1

RIS

1:1

3:1
5:1

Tabela 3. Produgdo acumulada de biogas e biometano por Kg de substrato seco nas diferentes RIS.

Produgdao acumulada de Produg¢dao acumulada de Produg¢do acumulada de Produg¢ao acumulada de
biogas (LN/Kg Substrato) biogas (LN/Kg Substrato) biogas (LN/Kg Substrato) biogas (LN/Kg Substrato)

436 £ 11 2391 40t 4 58+8

5079 319+6 952 + 24 916 £ 20

583 +11 4195 1121 +22 1030+ 15

Produgdo acumulada Produgdo acumulada Produgdao acumulada Produg¢do acumulada
de metano (LN/Kg de metano (LN/Kg de metano (LN/Kg de metano (LN/Kg

Substrato) Substrato) Substrato) Substrato)

249+ 6 1330 0,00 £0,00 0,00 £0,00

265+5 176 £ 4 250+ 6 264+ 6

3677 306+4 626 £ 12 745+ 11

A partir dos resultados experimentais, compreende-se que 0s quatros substratos podem ser
utilizados na producdo de biogds e biometano. Entretanto, depende da quantidade de sdélidos vo-
lateis do indculo e do substrato, uma vez que ndo foi apresentada geracao de gas metano na RIS
1:1, tanto do hidrolisado quanto do sélido pré-tratado mais o hidrolisado. Um dos motivos pode
ser a presenca de substancias téxicas em maiores quantidades, como compostos fendlicos e fura-
nos, além de altas concentragdes de acidos organicos. Nas relagbes 5:1 e 3:1, em que a fragdo dos



substratos sdo menores em rela¢do ao indculo, houve uma grande producdo de biogas e biometano
para o hidrolisado e a mistura, logo os microrganismos ndo sao significativamente afetados com
essas substancias inibidoras em menores quantidades. A melhor condi¢cdo de todos os substratos foi
na relagdo 5:1, ou seja, foi nessa RIS que houve a maior producdo de biogds e biometano. De modo
que o bagaco gerou 583 + 11 LN biogas/Kg e 367 + 7 LN biometano/Kg; o sélido pré-tratado produziu
419 £ 5 LN biogas/Kg e 306 * 4 LN biometano/Kg; o hidrolisado gerou 1121 + 22 LN biogas/Kg e 626
+ 12 LN biometano/Kg; e a mistura produziu 1030 * 15 LN biogas/Kg e 745 + 11 LN biometano/Kg.

BAETA, B. E. L. Aproveitamento energético a partir da digestdo anaerébia de hidrolisado hemicelulésico gerado pelo pré-tratamento por auto-hidré-
lise do bagago de cana-de-agucar considerando o contexto da biorrefinaria. 2016. 159 p. Tese (Doutorado em Engenharia Ambiental), Universidade
Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, 2016. Disponivel em: http://www.repositorio.ufop.br/handle/123456789/7124. Acesso em: 19 set. 2023.

HOLLIGER, C.; ALVES, M.; ANDRADE, D.; ANGELIDAKI, I.; ASTALS, S.; BAIER, U.; BOUGRIER, C.; BUFFIERE, P.; CARBALLA, M.; WILDE, V.; EBERTSEDER,
F.; FERNANDEZ, B.; FICARA, E.; FOTIDIS, I.; FRIGON, J.; LACLOS, H. F.; GHASIMI, D. S. M.; HACK, G.; HARTEL, M.; HEERENKLAGE, J.; HORVATH, I. S.;
JENICEK, P.; KOCH, K.; KRAUTWALD, J.; LIZASOAIN, J.; LIU, J.; MOSBERGER, L.; NISTOR, M.; OECHSNER, H. ; OLIVEIRA, J. V.; PATERSON, M.; PAUSS,
A.; POMMIER, S.; PORQUEDDU, I.; RAPOSO, F.; RIBEIRO, T.; PFUND, F. R.; STROMBERG, S.; TORRIOS, M.; EEKERT, M.; LIER, J.; WEDWITSCHKA, H.; E
WIERINCK, I. Towards a standardization of biomethane potential tests. Water Science and Technology, v. 74, n. 11 p. 2515-2522, 2016. DOI: https://
doi.org/10.2166/wst.2016.336

OPERACAO e monitoramento de reatores anaerdbios: guia de boas praticas. Brasilia, DF: MCTI, 2021. E-book. (Projeto Aplicagdes do Biogas na
Agroindustria Brasileira: GEF Biogds Brasil). Disponivel em: https://datasebrae.com.br/wp-content/uploads/2021/11/212D-Guia-opera%C3%A7%-
C3%A30-e-monitoramento-de-biodigestores.pdf. Acesso em: 19 set. 2023.

VEREIN DEUTSCHER INGENIEURE. VDI 4630: Fermentation of organic materials Characterisation of the substrate, sampling, collection of material
data, fermentation tests. Dusseldorf, 2006.


http://www.repositorio.ufop.br/handle/123456789/7124
https://doi.org/10.2166/wst.2016.336
https://doi.org/10.2166/wst.2016.336
https://datasebrae.com.br/wp-content/uploads/2021/11/212D-Guia-opera%C3%A7%C3%A3o-e-monitoramento-de-biodigestores.pdf
https://datasebrae.com.br/wp-content/uploads/2021/11/212D-Guia-opera%C3%A7%C3%A3o-e-monitoramento-de-biodigestores.pdf

Rossano Gambetta®, Rafael Moreira Marques?, Rafael Augusto da Costa Parrela®, Anderson Carlos Marafon?, Jhenifer
Bastos®, Felipe Orcelli Wojcieckowski®

O Brasil se destaca como um grande produtor agropecuario no cendrio mundial. O setor do
agro tem como contribuir muito com o desenvolvimento social e econdmico, com um grande de-
safio de alcancar exceléncia no que se refere ao meio ambiente. O processo de biodigestdo é uma
forma de dar uma destinacdo adequada aos residuos gerados na agropecuaria ou na agroindustria,
dando origem ao biogds, um biocombustivel, e ao digestato, onde os nutrientes presentes nos resi-
duos sdo concentrados, podendo ter uso como biofertilizante. No entanto, hd uma vertente em que
a biomassa é cultivada de forma dedicada para uso na biodigestdo, alternativamente ou comple-
mentar ao uso de biomassa residual. O objetivo do trabalho foi avaliar os potenciais de produgdo de
biogas/biometano do sorgo e do capim-elefante (variedades Madeira e BRS Capiacu). Os resultados
obtidos mostram que o capim-madeira cortado com 90 dias foi o que mais produziu biogas, chegan-
do em 279 NL de biogds/Kg de SV com cerca de 57% de biometano, em pequena escala. Porém o ca-
pim-madeira cortado com 120 dias foi o maior produtor em larga escala, totalizando 6.421,62 Nm3
de biometano/ha.

Termos para indexagdo: sorgo, capim-elefante, capiagu, capim-madeira, biodigestao.

Dentre os diferentes aspectos da gestdo agropecudria, um dos mais cruciais € a alimentacdo.
Por essa razdo, a escolha da alimentacdo é feita levando em conta questGes estratégicas, como custo,
valor nutricional, versatilidade, dentre outras. Nesse cenario, tem-se o uso de plantas como o sorgo,
gue apresenta resisténcia ao estresse hidrico; versatilidade, por possuir diferentes espécies; e baixo
custo de producdo (Duarte, 2023); e como o capim-elefante, que tem um grande potencial produtivo e
adaptacdo as variadas condicOes encontradas em territorio nacional (Morais et al., 2009).

Nota-se que sdo biomassas atrativas para serem utilizadas na alimenta¢do de animais, mas
também podem ser utilizadas como substratos para sistemas de biodigestdo. O processo de biodi-
gestdo ou digestdao anaerdbia gera o biogas como produto principal, que pode ser convertido em
energia térmica, elétrica ou até mesmo em combustivel veicular (biometano).

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a producdo de metano de trés tipos
de biomassas lignoceluldsicas (capim-madeira, BRS Capiacu e sorgo), sendo o capim-madeira e o
BRS Capiacu colhidos em dois tempos diferentes (90 dias e 120 dias).
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As biomassas utilizadas no presente estudo foram o sorgo hibrido BRS 716 (Sorghum bicolor
(L.) Moench), cedido pela Embrapa Milho e Sorgo, o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.
sinonimia de Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone) das variedades madeira e BRS Capiagu co-
Ihidos, com 90 dias e 120 dias de idade cada um e pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma
da Embrapa Gado de Leite. O sorgo foi colhido na maturidade fisioldgica do grdo (150 dias—160 dias
apos o semeio) e seco em estufa por 72 horas a 60 °C. J4 os capins foram colhidos e triturados em
moinho de facas e armazenados em minissilos por 30 dias.

Foram avaliadas as producdes de biogds e metano (PBM) das biomassas por meio de ensaios
em batelada, conforme o método descrito por Bastos et al. (2016). Neste ensaio, é utilizado indcu-
lo proveniente do reator de biodigestao da Embrapa Agroenergia, iniciado com 80% de digestato
oriundo de biodigestor utilizado no tratamento de residuos da suinocultura e 20% de residuos bruto
de bovino, que estd em operacgdo ha 284 dias. Como amostra padrao, foi utilizada celulose micro-
cristalina (Verein Deutscher Ingnieure, 2006) para verificar a qualidade do inéculo quanto a degra-
dacdo do material de referéncia.

Para o ensaio de PBM, foram utilizados frascos com volume total de 100 mL, sendo 50% desti-
nados ao headspace (reserva do gas). O ensaio foi feito em triplicata para cada amostra, sendo con-
siderada a relagdo inéculo/substrato de 3:1 (v/v). As andlises de sélidos totais (ST) e sélidos volateis
(SV) foram realizadas utilizando-se a metodologia de American Public health AssosiationN (2005)
para caracterizar as biomassas (substrato).

Por fim, para avaliar a concentracdo de metano (CH4) e diéxido de carbono (CO2) do biogas,
utilizou-se um cromatdégrafo gasoso (marca Shimadzu GC-2014), que opera por meio de uma injecao
manual de 1 mL de amostra com loop a 150 °C e duas linhas TCD a 180 °C. A primeira linha possui
uma coluna Porapak N 2 m x 3 mm com fluxo de 35 mL/min e gas hélio como gas de arraste. J4 a
segunda linha opera com uma coluna Carboxen 1000 4,6 m x 2,1 mm, fluxo de 45 mL/min e gas ni-
trogénio como gas de arraste.

Para a validacdo do ensaio, é necessario atingir pelo menos 85% do valor de referéncia para a
producdo de biogas utilizando a celulose microcristalina (750 NL biogas/Kg SV). No presente estudo,
esse valor foi atingido ao final do ensaio (total de 53 dias) com producdo acumulada de biogas de
643 NL biogas/Kg SV.

O maior valor de producdo acumulada de biogds foi do capim-madeira colhido com
90 dias (436+16,0 NL biogas/Kg SV), seguido do capim-madeira colhido com 120 dias
(389+9,0 NL biogas/Kg SV) (Figura 1A). Essa diferenca pode ser explicada pela perda de matéria organi-
ca de facil degradacdo pelos microrganismos anaerdbios durante o periodo de maturagao das plantas.
Quanto ao sorgo e ao BRS Capiacu, observaram-se valores de producdo de biogds proximos, sendo de
376+25,0 NL biogas/Kg SV para o BRS de 90 dias, 350+4,3 NL biogds/Kg SV para o BRS de 120 dias e
34516,3 NL biogas/Kg SV para o sorgo.

Quanto ao comportamento das curvas de producdo de biogds, nota-se que ha um atraso para
o BRS Capiacgu (120 dias) e o sorgo, sendo necessarios cerca de 15 dias a 19 dias para chegar a
200 NL biogas/kg SV (Figura 1). Em contrapartida, o capim-madeira (90 dias) ultrapassou esse valor
com apenas sete dias de ensaio, enquanto o capim-madeira (120 dias) e o BRS Capiacu (90 dias) le-
varam por volta de 10 dias. Essa diferenca dos valores de producdo de biogds nos dez primeiros dias



de ensaio pode estar atrelada a diferenca da composi¢ao da biomassa, como celulose, hemicelulose
e lignina, que pode dificultar o acesso dos microrganismos ao material de facil degrada¢ao nos pri-
meiros dias de ensaio.

Ao se observar a producdo acumulada de metano, notou-se que o valor obtido para o capim-
-madeira com idade de corte de 90 dias foi maior (279+9,6 NL CH4/Kg de SV), seguido do capim-ma-
deira de 120 dias (23445,4 NL CH4/Kg de SV) e do BRS Capiacu de 90 dias (233+15,5 NL CH4/Kg de
SV) (Figura 1B). Ja os valores obtidos pelo BRS Capiacu 190 dias e pelo sorgo foram de 212+2,6 NL
CH4/Kg de SV e 200+4,0 NL CH4/Kg de SV, respectivamente.
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Figura 1. Produgdo acumulada de biogds (A) e metano (B) dos substratos.



Além da producdo de gas por massa de SV, é importante levar em conta a quantidade de bio-
massa produzida por cada espécie, pois, ao se combinar essa informagdo com os dados obtidos
do ensaio de PBM, é possivel estimar a producdo de biogds/metano por hectare desse cultivo
(Tabela 1). Para calcular a producdo de metano por hectare, multiplicou-se o valor de metano pro-
duzido pelo seu valor de biomassa por hectare e pelo seu valor de sélidos volateis em base umida.

Tabela 1. Produtividade de metano do substrato em relagdo a massa seca e por area de plantacdo (hectare).

Madeira
(90 dins) 0,1644 140,0 279 6421,46
Madeira
Capim- Pl 0,2079 132,0 234 6421,62
elefante  BRS Capiacu 0,1883 125,5 233 5506,17
(90 dias)
BRS Capiagu
(120 dine] 0,1900 114,0 212 4591,92
Sorgo 0,8436 25-30%* 200 4218-5061,6

*Dados fornecidos pela Embrapa Milho e Sorgo e pela Embrapa Tabuleiros Costeiros.
**A amostra original veio seca.

Ao se observar a producdo de metano por hectare, nota-se que, em razao de uma quantidade
maior de solidos volateis em base Umida, a variedade capim-elefante Madeira (120 dias) apresentou
uma maior produgdo por hectare (6.421,62 Nm3 CH4/ha), embora com pouca diferenca, superando
a mesma variedade com saturac¢do de 90 dias (6.421,46 Nm3 CH4/ha). Em contrapartida, as produ-
¢Oes de metano da variedade de capim BRS Capiacu e do sorgo foram menores quando comparadas
a do capim-madeira, sendo de 5.506,17 Nm3 CH4/ha e 4.591,92 Nm® CH4/ha para BRS Capiacu de
90 dias e 120 dias, respectivamente, e uma faixa de 4.218 Nm3 CH4/ha— 5.061,6 Nm® CH4/ha para
o sorgo. Portanto, a variedade de capim-madeira 90 dias pode ser uma escolha vantajosa para pro-
jetos em larga escala, visto que houve uma diferenca infima na produtividade de metano quando
comparada com a variedade de 120 dias.

A partir dos testes realizados, conclui-se que todos os substratos possuem potencial de produ-
¢do de biogas/biometano, sendo que o capim-elefante, variedade Madeira, com tempo de corte de
90 dias, foi o que apresentou maior producdo de metano, 279 NL CH4/Kg SV, o que representa cerca
de 6.421,46 Nm? CH4/ha. A mesma variedade com uma maturacdo maior, 120 dias, apresentou
uma maior produtividade, 6.421,62 Nm?3 CH4/ha. O capim BRS Capiacu, colhido com 90 dias, tem
potencial de producdo de 5.506,17 Nm3 CH4/ha; o colhido com 120 dias tem potencial de produ-
¢do de 4.591,92 Nm3 CH4/ha. Ja o sorgo tem um potencial de producdo entre 4.218 Nm3 CH4/ha e
5.061,6 Nm3 CH4/ha.

A partir do estudo, foi identificado que a idade de corte influencia tanto na producdo de biogas/
biometano na etapa de biodigestdao como na producao da prdpria biomassa no campo.
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Producao de biogas com dejeto de bovino leiteiro
em uma propriedade de pequeno porte
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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar o desempenho de um biodigestor, localizado em uma proprie-
dade produtora de leite de pequeno porte, e estimar o custo evitado com a substituicdo do gas
de cozinha pelo biogds. Foram feitas analises fisico-quimicas com amostras coletadas no ponto de
entrada (dejeto) e saida (digestato) do biodigestor e foi determinado o teor de metano de diéxido
de carbono do biogas. Como principais resultados, obteve-se, aproximadamente, 20% de remocgao
de matéria organica (SVbs) no ponto de saida e teor de metano no biogas préximo de 60%. Ao esti-
mar a substituicdo do gas de cozinha pelo biogds consumido, o produtor economizou um botijdo de
gas por més e obteve receita de RS 120,00/més. Logo, a instalacdo de biodigestores em pequenas
propriedades traz beneficios econbmicos e ambientais ao produtor por transformar um passivo
ambiental em ativo econdmico.

Termos para indexagao: digestao anaerdbia, metano, substituigao do GLP.

Introducao

A intensificacdo da pecuaria tem gerado desafios ambientais, exigindo praticas agropecuarias
de baixo carbono para reduzir as emissdes de gases de efeito estufa (GEE). A criacdo de bovino lei-
teiro é uma das principais atividades agropecudrias no Brasil, estando presente em 98% dos munici-
pios brasileiros com producdo de, aproximadamente, 34 bilhdes de litros de leite por ano (Anuario...,
2023). A digestdo anaerdbia surge como uma alternativa promissora para mitigar essas emissoes,
convertendo os dejetos animais em biogas. Segundo o Relatdrio de Potencial de Producdo de Biogas
da Bovinocultura Leiteira de 2020 (Empresa de Pesquisa Energética, 2020), apenas em propriedades
de pequeno e médio porte, o potencial de producdo de metano foi de 363,7 milhdes de Nm3ano,
suficiente para substituir um botijdo de gas de cozinha (modelo P-13) a cada 16,8 Nm3 de metano.

Logo, o tratamento dos dejetos por digestdao anaerdbia ndo apenas se apresenta como uma
opcdo de negdcio para pequenos produtores de leite, mas também transforma um passivo am-
biental em ativo econémico. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho de
um biodigestor em uma propriedade de leite de pequeno porte e estimar os custos evitados com
a substituicdao do gas de cozinha pelo biogas.

!Engenheira ambiental, doutoranda em Sustentabilidade Ambiental Urbana, Universidade Tecnoldgica Federal do Parang, jhenifer.bastos@colaborador.embrapa.br.
?Engenheira quimica, doutora em Engenharia Quimica, Embrapa Agroenergia, silvia.belem@embrapa.br

*Quimica, doutora em Quimica Analitica, Embrapa Agroenergia, itania.soares@embrapa.br

“Graduado em Quimica Tecnoldgica, Universidade de Brasilia, felipe.orcelli@colaborador.embrapa.br

®Graduado em Quimica Tecnoldgica, Universidade de Brasilia, rafael.marques@colaborador.embrapa.br

¢Graduando em Engenharia Mecatronica, Universidade de Brasilia, gabriel.vigna@colaborador.embrapa.br

"Engenheiro quimico, doutor em Ciéncia da Engenharia Quimica, Embrapa Agroenergia, rossano.gambetta@embrapa.br

|
<
o
|_
(%]
>
&
=
<
©
(@)
—
O
=
O
L
|—
o
o)




Descri¢cao da unidade de estudo

A propriedade esta localizada na area rural do municipio de Luzidnia, GO e se dedica principal-
mente a criacdo de bovinos leiteiros. Em julho de 2022, foi instalado um biodigestor como parte
de um projeto desenvolvido pela Embrapa Agroenergia em parceria com a Cooperativa Mista da
Agricultura Familiar do Meio Ambiente e da Cultura do Brasil (Coopindaid). A propriedade possui
cerca de 20 cabecas de bovinos leiteiros, mantidos em regime de confinamento apenas durante a
ordenha. A planta de biogds inclui uma area de armazenamento de dejetos, o biodigestor com um
volume total de 4 m3, um tanque para armazenar do digestato, um reservatodrio de biogas e uma
linha de transmissdo para levar o biogas até a residéncia do produtor.

O biodigestor foi dimensionado para tratar 12,5 kg de dejeto bruto por dia, contendo até 10%
de sélidos totais, sem sistema de aquecimento e agitagcdo. Para medir o volume de biogas produzi-
do, utilizou-se um manoémetro de gas, que registra o consumo de biogas por hora, especialmente
guando o produtor utiliza o biogds para coc¢ao de alimentos.

Caracterizagao fisico-quimica do dejeto e monitoramento do biodigestor

A caracterizacdo fisico-quimica do dejeto foi realizada com as amostras coletadas do ponto de
entrada (area de armazenamento do dejeto) e as analises de monitoramento do biodigestor foram
realizadas com as amostras do ponto de saida (tanque de armazenamento do digestato). O periodo
de coleta das amostras estendeu-se entre agosto de 2022 até julho de 2023, com excecdo do in-
tervalo entre os meses de novembro de 2022 até janeiro de 2023, em que o biodigestor estava em
manutencdo, totalizando oito amostragens. Para isso, foi analisado o teor de sélidos totais (ST), s6-
lidos volateis (SV) e pH, conforme APHA (2005), além da alcalinidade total (AT) (Ripley et al., 1986) e
nitrogénio total Kjeldahl (NTK) (Association of Official Analytical Chemists, 1990), respectivamente.
Para estimar a quantidade de carbono organico total (COT), foi dividido o teor de SV em base seca
pelo fator 1,8, conforme sugerido por Kiehl (2010). A relacdo carbono:nitrogénio (C:N) foi obtida
utilizando-se o valor de COT e teor de NTK. A composicao do biogas foi obtida pelo método de cro-
matografia gasosa para determinar a concentragdo de metano (CH,) e dioxido de carbono (CO,).

Caracterizagao fisico-quimica do substrato (ponto de entrada)

O teor de sdlidos totais (ST) variou de 0,6% a 6,0%, permanecendo dentro do limite adequado
para biodigestores domésticos (abaixo de 10%) (Tabela 1). O teor de ST da amostra 5 foi menor
(0,6%) enquanto o teor de ST da amostra 2 foi maior (6,0%). Essa diferenca, possivelmente, esta
relacionada ao manuseio do dejeto e a interferéncia da dgua da chuva no periodo de coleta.

Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimica do substrato (ponto de entrada).

51+0,9 88,1+1,0 5,3x0,03 1,8+0,2 49,0+0,6 27,7
6,0£0,2 86,6+0,2 6,4+0,01 1,4+0,1 48,1%0,1 35,8
4,1+0,1 85,7+0,1 6,7+0,02 1,6%0,0 47,6%0,1 29,7
1,4+0,2 68,8+1,4 6,5£t0,01 1,7+0,3 38,2+0,8 22,2
0,6+0,0 76,6+0,4 7,1+0,03 1,4+0,1 42,6%0,2 31,5
2,4+0,3 81,5¢0,9 6,7+0,01 2,3%0,0 45,3%0,5 19,6
4,3+0,1 85,9+0,2 5,8+0,02 1,3%0,1 47,7+0,1 36,7
2,6£0,1 85,7#0,1 5,9+0,01 3,1+0,2 47,6%0,1 15,4

ST: sélidos totais; SV: sélidos volateis; bs: base seca; NTK: nitrogénio total Kjeldahl, COT: carbono organico total; C:N: relagdo carbono:nitrogénio.
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Quanto ao teor de soélidos volateis (SVbs), a maioria das amostras apresentou valores acima de
75%, exceto pela amostra 4, que resultou em 68,8% (Tabela 1). A manutengao do biodigestor antes
das amostragens levou ao acimulo de dejeto na drea de armazenamento, causando a perda de SV
para o ambiente. Apds o periodo de manutencgdo, observou-se um aumento gradual do teor de SV nas
amostras 5 a 8, chegando préximo de 85%. Esse valor estd proximo ao encontrado na literatura (80%)
e representa a matéria organica volatil disponivel no substrato para conversdao em biogas (ONUDI,
2021). O pH manteve-se entre 5,3 e 7,1, com o maior valor registrado para a amostra 5 (7,1) e o menor
valor para a amostra 1 (5,3) (Tabela 1). Essa variacdao também estd relacionada ao manejo do dejeto
e as condi¢Oes climaticas, uma vez que o tanque de armazenamento estava a céu aberto. Valores de
pH entre 6,7 e 7,5 sao desejados para o bom funcionamento do processo de digestdo anaerdbia, por
causa da limitacdo da atividade metanogénica em meio dcido (Kunz et al., 2019).

Quanto ao teor de NTK, observou-se menor valor para a amostra 7 (1,3%) e maior valor para
a amostra 8 (3,1%) (Tabela 1), sendo essa variacdo associada ao teor de proteina bruta contida na
alimentacdo dos animais. O nitrogénio faz parte da estrutura molecular das proteinas (ligacGes
peptidicas), e pode variar de acordo com o tipo de ragdo, pastagem ou silagem adicionada a alimen-
tacdo do animal (Salman et al., 2011). Logo, o teor de nitrogénio deve ser monitorado na digestdo
anaerdbia, pois, quando convertido em amdnia (NH,), pode inibir as metanogénicas em concentra-
¢do acima de 80 mg/L (Organizacdo das Na¢des Unidas para o Desenvolvimento Industrial, 2021).

Por outro lado, o teor de COT da amostra de entrada foi superior a 40% ao longo do estudo,
exceto pela amostra 4, que resultou em 38,6% (Tabela 1). Essa diferenca é atribuida ao baixo valor
de SVbs (68,8%), pois o calculo do teor de COT é obtido pela divisdo do valor de SV pelo fator 1,8.
Logo, nota-se que o valor de COT da amostra 1 é maior quando comparado com as demais (49,0%),
mas quando relacionada ao teor de NTK (relagdo C:N) obteve uma relagdo C:N de 28:1. Contudo,
os valores da relagdao C:N obtidos no estudo estdao dentro do recomendado pela literatura (15 -
35:1) (Kunz et al., 2019), indicando que o processo possui carbono como fonte de energia para o
desenvolvimento do metabolismo celular e nitrogénio como componente para a reproduc¢do dos
microrganismos.

Monitoramento dos parametros fisico-quimicos do biodigestor (ponto de saida)

A analise dos parametros de monitoramento do biodigestor resultou em valores de ST proxi-
mos a 1,4%, exceto para a amostra 6, que foi de 3,1% (Tabela 2). Essa varia¢do esta associada ao
acumulo de sélidos no encanamento que conecta o biodigestor ao tanque de armazenamento do
digestato, o que interferiu nesta amostra em particular. Contudo, observou-se reducao do teor de
ST em relagdo as amostras do ponto de entrada, como esperado em sistemas de biodigestao, onde
parte do substrato é convertido em biogds enquanto outra parte dos sélidos é decantada no fundo
do biodigestor.

Tabela 2. Parametros de monitoramento do biodigestor (ponto de saida).

1 1,1+0,0 73,5+0,7 7,210,01 1.181+57,2 46,510,5
2 1,4+0,0 76,1+0,9 6,9+0,03 1.705+£134,4 49,9+1,7
3 1,3+0,0 75,7+0,1 6,9+0,01 1.748+80,1 Nd

4 0,6+0,0 63,4+0,7 7,3%0,02 846+17,7 57,8+0,8
5 0,5+0,0 72,5%#1,1 7,0+0,05 747%3,9 60,4+0,8
6 0,8+0,2 65,6+0,4 7,6%0,03 833+19,3 62,5+1,6
7 0,8+0,0 68,7+0,3 6,9+0,01 746£17,8 50,2+1,3
8 3,1+0,1 79,3+0,5 7,3%+0,07 942+11,8 50,5+1,6

ST: sélidos totais; SV: sélidos volateis; bs: base seca; AT: alcalinidade total; mg CaCOa/L:
miligrama de carbonato de célcio por litro; CH4: teor de metano no biogas.



Quanto ao teor de SVbs, também foi observada reducdo dos valores em relagao as amostras do
ponto de entrada, chegando a atingir 63,4% de SV (amostra 4) (Tabela 2). Essa diminui¢ao do teor
de SV do substrato apds o processo de digestdo anaerdbia é um fator positivo, indicando a conver-
sdo da matéria organica volatil em biogas (Organiza¢do das Nag¢des Unidas para o Desenvolvimento
Industrial, 2021). Ao se calcular a remogdao de SV comparando com as amostras do ponto de en-
trada, notou-se que as amostras 6 e 7 apresentaram maiores valores de remogao, sendo 19,5%
e 20,0%, respectivamente. Isso sugere um aumento na eficiéncia do processo de digestdao nessas
datas especificas, porém é essencial otimizar a opera¢do do biodigestor para alcangar uma taxa de
remoc¢do ainda maior.

Por outro lado, os valores de pH aumentaram quando comparados com os valores da amostra
do ponto de entrada, chegando a 7,6 para a amostra 6 (Tabela 2). Esse comportamento também
é desejado na digestdo anaerdbia, uma vez que as metanogénicas atuam em uma faixa de pH de
6,7 a 7,5 (Kunz et al., 2019). Em relacdo aos valores de AT, foi observado que apenas as amostras
2 e 3 ficaram dentro do limite indicado pela literatura (1.500 mg/L—5.000 mg/L) (Organiza¢do das
Nag¢Ses Unidas para o Desenvolvimento Industrial, 2021), sendo de 1.705 mg/CaCO,/L e 1.748 mg/
CaCO,/L, respectivamente (Tabela 2). A alcalinidade atua como agente tampdo dentro do biodiges-
tor e garante a sinergia entre os microrganismos metanogénicos e as bactérias da etapa de hidrdlise
e acidogénese. Logo, o biodigestor do presente estudo requer maior atencdo quanto ao parametro
de AT, mesmo que o teor de metano esteja na faixa de 60% para algumas amostras, como o caso da
amostra 6, que apresentou teor de metano (62,5%) e valor de AT igual a 833 mg/L.

Uso do biogas para coc¢ao de alimentos na propriedade

O biodigestor operou efetivamente por trés meses, sendo consumido pelo produtor cerca de
28,5 m3 de biogas por més. Segundo Silva (2019), um botijdo de gas (GLP, P13) equivale a 28,5 m3
biogas e o custo médio de um botijdo no estado de Goias é RS 120,00. Logo, estima-se que o produ-
tor economizou, aproximadamente, um botijdo de GLP por més, o que resultaria em uma receita de
RS 120,00/més. Portanto, nota-se que a digestdo anaerdbia pode ser considerada como alternativa
para a substituicdo do gds de cozinha pelo biogas, desde que os parametros operacionais do biodi-
gestor estejam estdveis e o teor de metano no biogds seja de, no minimo, 50%.

A producdo de biogds a partir dos dejetos da bovinocultura leiteira é uma estratégia viavel e
promissora para o manejo sustentavel dos residuos e para a reducao dos custos na propriedade
rural. No estudo, verificou-se que a substituicdo do gas de cozinha pelo biogas para coc¢do de ali-
mentos reduziu os gastos com um botijdo de gds por més (durante trés meses) e gerou uma receita
mensal de aproximadamente RS 120,00. No entanto, é fundamental monitorar os pardmetros fisi-
co-quimicos do processo de digestdo anaerdbia, uma vez que qualquer alteracdo no manejo dos
residuos ou interferéncia externa pode afetar a qualidade do biogas e ter impactos negativos no
sistema.
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Fernando Kahrin Cardoso da Costa?, Dasciana de Sousa Rodrigues?, Thais Demarchi Mendes?, Rossano Gambetta*

A biomassa da cana-de-acucar foi utilizada para a producao de celulases por Trichoderma har-
zianum como estratégia para reduzir os custos do processo, bem como diminuir a incidéncia das
alteracdes climaticas ocorridas pelo uso de combustiveis fésseis. O fungo foi cultivado em meio
Mandels modificado contendo Avicel (AVI), biomassa de cana-de-acUcar pré-tratada por organos-
solv modificado (Bio-0OS), biomassa pré-tratada por auto-hidrélise (Bio-AH) e biomassa ndo tratada
(Bio-NT). As atividades FPase, CMCase, Celobiase e Avicelase foram avaliadas em microplacas de
96 pocos. Os resultados mostraram que o substrato melhor indutor para a producdo de celulases
foi Avicel, com 0,28 FPU/mL. Entretanto, a Bio-OS apresentou atividade de 0,2 FPU/mL, resultado
proximo ao obtido por Avicel. Utilizar Bio-OS como indutor da producdo de enzimas pode ser uma
estratégia interessante para reduzir os custos de producao.

Termos para indexagao: atividades enzimaticas, pré-tratamento, bagaco de cana-de-agucar.

O uso de combustiveis fésseis € um dos principais contribuintes para o acumulo de gases na
atmosfera e para as consequentes alteracdes climaticas. Esse problema tem incentivado a comuni-
dade cientifica a buscar fontes alternativas com o objetivo de minimizar os efeitos nocivos ao meio
ambiente (Gelain, et al., 2015). A producao de biocombustiveis a partir da biomassa residual do pro-
cesso de bioetanol apresenta vantagem econdmica por causa da geracao significativa de bagaco de
cana-de-acucar (material lignoceluldsico) no processo (Robak; Balcerek, 2018). O material lignoce-
lulésico é complexo e requer degradacdo para a producao de bioetanol de segunda geracao, a partir
de pré-tratamentos fisicos, quimicos ou bioldgicos, visando melhorar a digestibilidade enzimatica da
celulose e a liberacdo de acucares (Tse et al., 2021). Entretanto, a conversdo em larga escala ainda é
desafiadora, pelo alto custo do processo e pela dependéncia de coquetéis de enzimas celuloliticas
de alto valor comercial (Balan, 2014). Portanto, a producdo de celulases a partir de biomassa ligno-
celulésica tem sido estudada para aprimorar a economia do processo de etanol de segunda geracao
(Libardi et al., 2017; Souza et al., 2018).

Enzimas celuloliticas industriais incluem endoglicanases, celobiohidrolases (exoglicanases) e
B-glicosidases, predominantemente sintetizadas por fungos filamentosos (Delabona et al., 2016).
Trichoderma reesei é amplamente usado como produtor de celulases. Por outro lado, estudos com
Trichoderma harzianum revelaram sua capacidade de produzir um complexo celulolitico com alta
atividade de B-glicosidases e endoglicanase em comparacdo ao T. reesei (Benoliel et al., 2013).
Contudo, a producdo das demais celulases é crucial para a conversao da celulose em glicose.
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A fonte de celulose desempenha papel importante na indu¢ao de enzimas. Estudos recentes
destacaram que biomassas pré-tratadas tém potencial de indutor na secre¢do de enzimas com boa
eficiéncia na etapa de hidrdlise da biomassa (Liu et al., 2021; Novy et al., 2021; Xiang et al., 2021).
Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a producdo de celulases por T. harzianum
em fontes de celulose oriundas de biomassa de cana-de-agucar pré-tratada pelos métodos organos-
solv modificado e auto-hidrélise, alternativamente a celulose pura, cujo alto valor comercial limita
sua utilizag¢do industrial.

Microrganismo e prepara¢ao do indculo

A cepa de Trichoderma harzianum CFAM 422 (Colecdo de Fungos da AmazOnia) utilizada neste
estudo foi cultivada em agar extrato de malte 2% a 30 °C por 7 dias. Cinco discos de 5 mm da mesma
regido da placa de Petri foram utilizados para inocular frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL
meio de cultivo.

Pré-tratamento da biomassa

A biomassa de cana-de-agucar foi submetida aos pré-tratamentos por organossolv modificado
e auto-hidrélise em um reator de alta pressao (Parr modelo 4555) com controle de agitacado, tempe-
ratura e rotacdo. No método de organossolv modificado, 3 L de solvente (etanol: - 1:1 (v/v)) foram
adicionados ao reator e 500 g de bagaco foram adicionados em um cesto perfurado para separar a
biomassa do solvente. A reacao ocorreu a 180 °C por 4 horas a 4 rpm. O processo de auto-hidrdlise
foi realizado a 192 °C por 38 minutos a 4 rpm, com proporc¢ado de bagaco:agua de 1:10 (Nogueira et
al., 2023). Apds os pré-tratamentos, o bagaco foi lavado com 4gua destilada, seco, triturado e em-
pregado como fonte de carbono e indutor para a produc¢do de enzimas celuloliticas.

Meio de cultivo e Producgao de celulases

O cultivo foi realizado em meio Mandels e Weber (1969) modificado que consistia em (g/L):
2,0 de KH2PO4; 0,3 de CaCl,; 0,3 de MgSO,-7H,0; 0,005 de FeSO,-7H,0; 0,02 de CoCl -6H,0;
0,0016 de MnSO4-4H20; 0,0014 de ZnSO,-7H,O; 5,0 de peptona; 12,143 de NaH,PO,;
3,218 de Na2HPO4 e 10 para as fontes de celulose: Avicel (AVI), biomassa pré-tratada por organos-
solv (Bio-0S), biomassa pré-tratada por auto-hidrélise (Bio-AH) ou biomassa ndo tratada (Bio-NT).
A massa de Avicel foi ultra-homogeneizada a 20.000 rpm/120 min (IKA Ultraturrax T 25) com seis
intervalos de 20 min. Os frascos foram incubados em agitador orbital a 30 °C por 7 dias sob agita-
¢do de 180 rpm (Souza et al., 2018). Amostras coletadas no 52 e no 72 dias foram centrifugadas a
14.000 rpm/10 min (Centrifuge 5418-Eppendorf), e o sobrenadante foi utilizado para os ensaios de
atividades enzimaticas.

Ensaios de atividade das celulases

Os ensaios de atividade foram conduzidos em microplacas de 96 pocos, seguindo o método
descrito pela IUPAC (Ghose, 1987). Os ensaios de FPase, CMCase, Avicelase e B-Glicosidase foram
realizados usando papel de filtro de 7 mm, CMC 2%, Avicel 5% e 15 mmol/L de Celobiose, res-
pectivamente, como substratos. O extrato enzimatico foi diluido em tampao citrato/4acido citrico
0,1 mol/L em todos os ensaios (Tabela 1). As rea¢des ocorreram em placas PCR, incubadas em ter-
mociclador (Applied Biosystems Veriti™ Thermal Cycler) a 50 °C/60 min para FPase e Avicelase, e a
50 °C/30 min para CMCase e B-glicosidase. Em seguida, foram adicionados 120 pL de DNS, seguindo
nova incubagdo a 95 °C/10 min, exceto para o ensaio de B-glicosidase, no qual utilizou-se o reagen-
te glicose Bioclin, cuja reagdo ocorreu a 37 °C/10 min. Apds a reacdo, 10 plL de cada pogo foram



transferidos para placa Elisa contendo 250 uL de glicose monorreagente e foi realizada a leitura a
505 nm (SpectraMax® 190 microplate reader). Apds as reagdes com DNS, uma aliquota de 36 L de
cada poco foi transferida para placas Elisa de fundo chato contendo 160 pL de dgua deionizada para
leitura da absorbancia a 540 nm (SpectraMax® 190 microplate reader) para FPase e Avicelase. Para
a leitura da atividade de CMCase, foram transferidos 100 pL de cada pogo para placa Elisa contendo
100 pL de dgua deionizada. Uma curva padrdo de glicose foi utilizada para calcular a glicose gerada
nos ensaios. As atividades foram expressas conforme a Equacao 1. Subtraiu-se a glicose gerada pela
glicose obtida nos brancos.

umolde glicose gerada

Ul =

min. enzima (mL) )

Tabela 1. Volumes para o preparo dos ensaios enzimaticos.

Enzima (uL) 20 20
Tampaéo (uL) 60 60 40 40
Substrato Disco de papel Disco de papel
Enzima (uL) 20 20
Tampao (uL) 40 20 20
CMC 2% (uL) 20 20
Enzima (uL) 30 30
Tampao (ulL) 60 30 30
Celobiose (uL) 30 30
Enzima (uL) 20 20
Tampao (ulL) 60 20 40
Avicel 4% (uL) 40 40

Resultados e discussao

Os dados das atividades estdao expostos na Figura 1. O maior nivel de FPase foi obtido com a
producdo de enzimas induzida por Avicel (0,28 FPU/mL). De acordo com a Anova, os niveis de FPase
entre as biomassas diferem significativamente (p < 0,05) no 52 e no 72 dia de cultivo. Porém, de
acordo com o teste-t (p < 0,05) ndo houve diferenca significativa da atividade de FPase induzida por
cada biomassa entre 0 52 e 0 72 dia, indicando que o cultivo pode ser encerrado no 52 dia.

A maxima atividade de FPase observada foi de 0,28 Ul/mL, utilizando Avicel como fonte de
celulose. Essa atividade estd abaixo do valor documentado por Souza et al. (2018), que apresen-
taram uma atividade de 1,63 Ul/mL. No estudo de Delabona et al. (2016), os autores confirmaram
alta atividade de B-glicosidase (26,1 Ul/mL) quando o fungo foi cultivado em bagaco de cana



pré-tratado por explosdo de vapor. No presente estudo, o maior nivel de atividade da Celobiase
(B-glicosidases) foi de 0,05 Ul/mL utilizando Avicel como fonte de celulose. Para CMCase (endo-
glicanase) o melhor nivel de atividade obtido foi 0,18 Ul/mL, tanto no cultivo do fungo em Avicel
(592 dia) quanto em Bio-NT (72 dia) (Figura 1). Os dados de atividades discordam do que foi relata-
do na literatura. Uma hipdétese plausivel para a baixa atividade observada neste estudo pode ser
atribuida a esporulacdo do fungo apds o 52 dia de cultivo. Isso indica o esgotamento de uma fonte
especifica de nutrientes no meio, resultando em um declinio na produgdo enzimatica.
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Figura 1. Atividades de celulases produzidas em meios de cultivo utilizando
diferentes fontes de celulose no 52 e no 72 dias de cultivo.

Apesar da baixa atividade observada neste estudo, a sintese de celulases pelo fungo T. harzia-
num, estimulada pela aplicacdo de Bio-OS, desperta interesse. Esse interesse surge da observacao
de que a Bio-OS possui cerca de 70% de celulose em sua composicdo (Nogueira et al., 2023). A
celulose desempenha o papel de indutor na producdo de celulases, motivando a exploracdo da
produgao enzimatica utilizando Bio-OS. No entanto, otimizar nutrientes do meio e concentragao do
indculo é crucial, dada a proliferacdo fungica intensa, sinal de limitacdo nutricional.
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A cepa de Trichoderma harzianum CFAM 422 mostrou consumir bem os nutrientes do meio de
cultivo, assim como a biomassa insoluvel indutora da producdo de enzimas. Observou-se que o fungo
foi capaz de produzir um coquetel enzimatico de celulases necessarias para a despolimerizacao da ce-
lulose em glicose utilizando as diferentes fontes de celulose. A maior producdo de celulases foi obtida
no meio de cultivo contendo Avicel. No entanto, a biomassa pré-tratada por organossolv modificado
pode ser considerada promissora para futuros estudos de producdo de celulases com otimizacdo das
condicOes operacionais.
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A crescente conscientizacdo em relacdo a sustentabilidade impulsiona a utilizacdo do método
bioquimico para a producao de nanoestruturas, o qual oferece a vantagem de operar em condi¢des
suaves. Este estudo tem como objetivo produzir nanofibras de celulose a partir de fibras de algo-
d3o via rota enzimatica, sem processos quimicos adicionais. Enzimas comerciais de Trichoderma
reesei foram empregadas para obter microfibras e nanofibras de celulose em formato agulha. Apds
96 horas de hidrélise, as nanofibras apresentaram dimensdes médias de 289 nm de comprimento e
33 nm de espessura, com potencial Zeta de -15,7 + 1,7 mV e -12,0 + 2,3 mV em dispersdes aquosas
de 0,01 M KCl e 0,01 M KNO,, respectivamente. A reacdo resultou em um rendimento de 7,5% de
nanofibras isoladas.

Termos para indexag¢ao: nanoparticulas, processamento coloidal, celulose de algodao, hidrdli-
se enzimatica, microscopia eletrénica de transmissao.

O desenvolvimento de materiais biodegradaveis de alto desempenho tem atraido o interesse
da comunidade cientifica como uma possibilidade para reduzir o uso de plasticos e mitigar o impac-
to ambiental. Neste contexto, a conversao da celulose em nanoparticulas assume relevancia para o
desenvolvimento de novos compdsitos, em areas como saude e alimentos (Jacob, 2022). Contudo,
enfrenta-se o desafio de obter nanomateriais com viabilidade econdmica e sustentabilidade am-
biental. Para superar essa questdo, a hidrélise enzimatica surge como uma alternativa promissora,
oferecendo maior seletividade por meio da ac¢do da celulase, ao mesmo tempo em que reduz os
custos de producdo e minimiza os residuos quimicos prejudiciais.

Dentre as fontes naturais, incluindo residuos agroindustriais e madeira, o algoddao emerge
como uma op¢ao promissora para a obtencdo de nanocelulose, em razao da sua ampla disponibili-
dade e do seu alto teor de celulose. Além isso, o algodao ndo requer etapas adicionais de remogao
de hemicelulose e lignina, o que pode reduzir custos de operacao (Jacob, 2022).

No entanto, a hidrélise enzimatica do algod3do ainda é um desafio, por causa da recalcitrancia de
sua celulose, o que resulta em um numero limitado de estudos nessa area. Satyamurthy et al. (2011)
obtiveram nanofibras de algod3do por meio da hidrdlise da celulose microcristalina usando o fungo
T. reesei, embora as fibras de algodado tenham sido pré-tratadas com acido cloridrico antes do ataque
enzimatico. Meyabadi e Dadashian (2012) realizaram hidrélise enzimatica de residuos de fibras de
algoddo para a producdo de nanoesferas de celulose. Hideno et al. (2016) combinaram tratamento
enzimatico com fibrilagdo mecénica e obtiveram uma rede de nanofibrilas de algoddo. Notavelmente,
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esses dois estudos ndo alcangaram a morfologia desejavel de nanofibras em formato de agulha. Neste
trabalho, apresentamos uma nova metodologia para a producdo de nanofibras em formato de agulha
a partir de algodao, utilizando a hidrélise enzimatica, sem tratamentos quimicos adicionais.

O algoddao empregado neste estudo é algoddo hidroéfilo, comercializado pela marca Farol. O
acetato de sédio tribasico PA e o 4cido citrico anidro PA foram obtidos das marcas Exodo cienti-
fica e Dinamica Quimica Contemporanea, respectivamente. O coquetel enzimdtico Celluclast® de
Trichoderma reesei foi obtido da Sigma Aldrich.

Hidrdlise enzimatica

Os extrativos das fibras de algodao hidrofilicas comerciais foram removidos com extracao ace-
lerada por solvente (Thermo Scientific, Dionex ASE-350) usando uma solucdo de éter de petréleo e
etanol (2:1) a 105 °C. Os processos enzimaticos foram realizados com uma carga enzimatica de 30
FPU/g utilizando o coquetel enzimatico Celluclast®, com atividade inicial de FPase de 40,7 FPU/mL.
Uma carga de substrato de 0,5% (m/v) foi embebida em um tamp3ao de citrato de sddio/acido citrico
(50 mM, pH 4,8), e a reacgao foi realizada a 50 °C, sob agitacdo constante a 200 rpm em shaker. As

amostras foram retiradas do agitador nos tempos especificados e aquecidas a 95 °C por 45 minutos
para desativar as enzimas.

Separagao de celulose

As enzimas, a solu¢ao tampado e o agucar foram removidos da dispersao coloidal de celulose
por meio de centrifugacdo (Beckman Coulter, Optima-XE100) a 35.000 g por 20 minutos. O sobrena-
dante foi descartado, e o sedimento foi redisperso em agua destilada. O processo foi repetido trés
vezes. As amostras foram sonicadas com um processador ultrassonico (Sonics & Materials, GEX500)
por 30 minutos a 200 W.

As microfibras e nanofibras de celulose foram separadas por meio de uma série de etapas de
centrifugacdo sequenciais. Inicialmente, a amostra foi submetida a centrifugacdo a 5.000 g por
15 minutos, onde o sobrenadante foi coletado. O sedimento foi redisperso em agua destilada e
submetido a centrifugacdo sob os mesmos parametros. Esse procedimento foi repetido trés vezes.
Posteriormente, todos os sobrenadantes coletados foram submetidos a uma etapa final de centri-
fugacdo a 16.000 g por 15 minutos. Isso resultou em trés fracdes, denominadas F1 (material sedi-
mentado a 5.000 g), F2 (material sedimentado a 16.000 g) e F3 (sobrenadante a 16.000 g). Por fim,
todas as fra¢des foram liofilizadas. Os rendimentos de microfibras e nanofibras foram determinados
por gravimetria.

Caracterizagao das fibras

A morfologia das fibras de celulose do algodao foi analisada por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) (Zeiss, SIGMA-HV) a 30 kV. Para as andlises, uma goticula de amostra obtida apds
96 horas de hidrdlise foi depositada sobre grade de microscopia recoberta (400 mesh) e armazena-
da em dessecador. Aproximadamente 150 medi¢des das dimensdes de fibras foram realizadas em
cada fracdo, com base nas imagens de MET, usando o software ImageJ. O comportamento coloidal
foi avaliado por meio de medidas de potencial Zeta (Brookhaven, ZetaPALS). As amostras liofilizadas
foram redispersas em agua destilada a 4% (m/v) e sonicadas por 10 minutos usando o processador
ultrassbnico. As suspensdes foram diluidas em 1:100 (v/v) em cloreto de potassio 0,01 M (KCI) e
nitrato de potassio 0,01 M (KNO,).



Determinacao de glicose

Para avaliar o progresso da hidrolise enzimatica, que transforma as cadeias de celulose em fi-
bras menores e glicose, o conteudo de glicose no sobrenadante foi quantificado a 45 °C usando cro-
matografia liquida de alta eficiéncia. A andlise foi conduzida em sistema HPLC Agilent (1260 Infinity)
equipado com uma coluna Bio-Rad (Aminex HPX-87H) e um detector de indice de refracao.

Caracterizagao das fibras

A Figura 1 apresenta as imagens de microscopia eletrénica de transmissdo das fragdes centri-
fugadas apds a hidrélise enzimatica do algodao. A Fracao F1 contém microfibras com dimensdes
maiores que 3 um, bem como nanofibras (Figura 1a, b), apresentando médias de comprimento
de 652 + 641 nm e espessura de 124 + 168 nm. A Fra¢ao F2 apresentou uma redugdo na presen-
¢a de microfibras (Figura 1c, d) em compara¢do com a F1, resultando em dimensdes médias de
508 + 240 nm de comprimento e 37 £ 23 nm de espessura. Por outro lado, a Fragdo F3, que consiste
em particulas que ndo sedimentaram a 16.000 g, exibiu morfologia em formato de agulha, com di-
mensdes de 377 £ 127 nm de comprimento e 29 + 12 nm de espessura (Figura 1e, f).

Figura 1. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) das fracGes de celulose: (a, b) F1; (c, d) F2; (e, f) F3.



A fracdo F3 representa as nanofibras de celulose isoladas obtidas por hidrélise enzimatica, ca-
racterizadas por um comprimento médio de 377 nm e uma espessura de 29 nm. Essas dimensdes
sdo consistentes com resultados da literatura para nanofibras de celulose obtidas por um processo
combinado de hidrdlise enzimdtica e homogeneizacdo de alta pressdo, com comprimentos médios
entre 100 nm e 250 nm e espessuras entre 5 nm e 10 nm (Zhai et al., 2021). Além disso, estudos ante-
riores relataram dimensdes semelhantes para nanofibras obtidas por hidrélise com acido cloridrico e
posterior hidrélise com T. reesei, com dimensdes médias de 120,3 nm de comprimento e 29,7 nm de
espessura (Satyamurthy et al., 2011).

A presenca de fibras nanométricas em todas as fracdes pode ser atribuida ao fenémeno co-
nhecido como “arraste de particulas” durante a centrifugacdo, em que particulas maiores carregam
particulas menores, incorporando as nanofibras no sedimento, mesmo com forgas centrifugas rela-
tivamente baixas (Rickwood; Graham, 2015).

Rendimento

A Figura 2 avalia o progresso das reacoes de hidrélise, por meio do rendimento de microfibras
e nanofibras e da producao de glicose.
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Figura 2. Rendimento das fibras das fracGes F1, F2, F3 e producdo de glicose ao longo do tempo.

A medida que o tempo de hidrélise aumenta, observa-se uma diminuicdo na porcentagem
das fracGes de microfibras (F1 e F2), indicando uma eficiente quebra enzimatica das microfibras
em componentes menores, incluindo nanofibras (F3) e glicose. O rendimento médio de nanofibras
observado foi de aproximadamente 7,5% apds 24 horas de hidrdlise. Rendimentos mais altos durante
esse periodo podem ser atribuidos a acdo continua e sinérgica das enzimas, seguida por subsequente
reducdo do rendimento por causa da conversdo das fibras em aclcares. E amplamente aceito que



periodos mais longos de hidrélise enzimatica resultam em uma maior degradacgdo das fibras em
acucares (Hideno et al., 2016).

Esses resultados oferecem informacdes valiosas sobre a hidrélise enzimatica do algodao e seu
potencial para a producdo de nanofibras de celulose. No entanto, destacam a importancia da otimi-
zacdo da reacdo para aumentar os rendimentos. Mais investigacdes sdo necessdrias para ajustar os
parametros da reacdo e alcancar rendimento de nanofibras de celulose.

Potencial Zeta

O comportamento coloidal foi avaliado pelo potencial Zeta (PZ), um parametro critico para
avaliar as tendéncias de agregacdo em diferentes meios e pHs (Kumar, 2021). As nanofibras de ce-
lulose apresentaram valores de -15,7 + 1,7 mV e -12,0 + 2,3 mV em dispersdes aquosas de 0,01 M
KCl e 0,01 M KNO,, respectivamente. Esses valores sdo consistentes com as cargas relatadas para
materiais de celulose, que geralmente variam de -10 mV a -15 mV. Estudos anteriores relataram va-
lores de PZ para hidrolisados de algodao tratados enzimaticamente de -14,63 mV em meio aquoso
(Satyamurthy et al., 2011) e -15,87 mV em 0,001 M KCI (Buschle-Diller et al., 2005). Em comparagao
com as nanofibras hidrolisadas com acido, geralmente caracterizadas por um PZ variando de -30 mV
a-50 mV, por causa da sulfonacdo da celulose, as produzidas por hidrélise enzimatica exibem menor
estabilidade coloidal. No entanto, os resultados mostram coloides relativamente estaveis sem a
adicdo de grupos funcionais na superficie das nanofibras, como observado durante a hidrdlise acida
com H_SO, (Kumar, 2021). Essa auséncia de grupos funcionais adicionados apresenta potenciais van-
tagens para futuras aplicacoes.

Este estudo contribui para o avan¢o de materiais biodegraddveis, produzindo com sucesso mi-
crofibras e nanofibras em formato de agulha a partir de algodao por meio de hidrélise enzimatica.
O maior rendimento de nanofibras foi obtido apds 24 horas de reagdo. As nanofibras produzidas
sdo estdveis, com potencial Zeta negativo. Esses resultados sugerem que a hidrdlise enzimatica do
algod3ao tem o potencial de produzir nanofibras de celulose em condi¢bes brandas sem uso de pro-
dutos quimicos. Estudos adicionais sdo necessdrios para otimizar as condi¢des de reacdo e explorar
aplica¢des especificas.
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O 4cido latico é um acido organico com aplicacdes em diversas industrias e que é obtido por
rota quimica ou biolégica (fermentacdo). Dentre os diferentes microrganismos utilizados em fer-
mentacles, as bactérias laticas apresentam vantagens, visto que naturalmente produzem o acido
latico, sdo resistentes a pH acido e a uma ampla faixa de temperaturas, além de muitas vezes
produzirem o acido latico como metabdlito principal. Neste trabalho, quatro cepas de bactérias
(Enterococcus durans, Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactic e Weissella thailandensis) isoladas
de leite de bufalas foram submetidas a fermentacées com diferentes fontes de carbono (lactose,
sacarose, glicose). E. durans teve o melhor desempenho, exaurindo as fontes de carbono, produzin-
do 18,44 g/L de (L)-acido latico com pureza dptica com um rendimento de 0,92 g/g e produtividade
de 0,29 g/L h* a partir de glicose associada com sacarose ou lactose. O acido latico produzido tem
potencial para ser recuperado do meio fermentativo e ser utilizado em diversas aplicacdes.

Termos para indexagao: Pediococcus acidilactici, Enterococcus durans, Weissella thailandensis
e Lactococcus lactis, fermentacdo, L-(+)-acido latico.

O 4cido latico é um acido carboxilico amplamente utilizado nas indUstrias quimica, farmacéuti-
ca, de alimentos e de polimeros. Além disso, € um acido organico com grupos funcionais que possi-
bilita sua transformacdo quimica em novas moléculas para diversas aplicacdes (Ouyang et al., 2013).

Uma das principais aplicagcdes do acido latico é na industria de polimeros, uma vez que pode
ser modificado quimicamente e ser empregado como unidade monomérica para a producao de de-
rivados do poli (acido latico) (PLA). Além disso, como os plasticos derivados do petréleo tém gerado
consideravel acimulo de residuos no meio ambiente, demandando periodos longos para sua degra-
dacdo, torna-se fundamental a produgao de plasticos renovaveis. (Esmaeili et al., 2017)

A fermentacdo é uma das principais formas de obtencdo do 4cido latico. Diversas fontes de car-
bono, microrganismos e processos fermentativos sdo estudados visando a otimizacdo da producdo
desse acido. (Komesu et al., 2017) Agucares como lactose, glicose e sacarose sdo amplamente utili-
zados nos processos fermentativos, uma vez que podem ser fermentados diretamente a acido latico.
(Li; Cui, 2010) No mercado global atual, o acido latico é proveniente da cana-de-acucar e do milho. O
baixo custo e a abundancia desses insumos viabilizam sua utilizagdo na producgao. (Jamshidian et al.,
2010) Durante o processo fermentativo, as bactérias sdo capazes de produzir os isbmeros dextrogiro
ou levogiro. As enzimas L(+) ou D(-) lactato desidrogenase (nLDH), presentes nas células bacteria-
nas, sdo as responsaveis pela producdo dos enantiomeros. (Hofvendahl; Hahn-Hagerdal, 2000)
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As bactérias laticas sdo bactérias gram-positivas que usam carboidratos como principal fonte de
carbono (George et al., 2018). Tais microrganismos sao geralmente cocos ou bastonetes e tém forte
tolerancia a pH acido. Os géneros mais utilizados em fermentagbes sdao Lactobacillus, Lactococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus e Weissella. (Mokoena, 2017) Tais bactérias também sao
capazes de produzir acetato, propionato, formato e succinato. (Kuley et al., 2020)

Neste trabalho, quatro cepas (Pediococcus acidilactici; Enterococcus durans; Weissella thailan-
densis e Lactococcus lactis) foram estudadas com a finalidade de avaliar a producdo de acido latico,
explorando diferentes fontes de carbono e parametros de fermentacao, possibilitando a otimizacao
da formacdo do produto de interesse.

Pré-inoculo — por causa da estocagem em ultrafreezer a -80 °C, primeiramente, os microrga-
nismos foram submetidos a uma fase de adaptagdo no mesmo meio utilizado no processo de bio-
conversdo. Essa primeira etapa foi realizada em meio MRS agar, em estufa, por 48 horas a 30 °C. O
pré-indculo foi cultivado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL do meio MRS autoclavado. Os
frascos foram entdo incubados em shaker a 180 rpm e 30 °C por 72 horas.

Fermentagdo — a concentracdo do indéculo usado foi de aproximadamente 1,5 (OD600nm) e foi
realizado para as trés fontes de carbono em tubos tipo Falcon de 50 mL contendo 30 mL de meio
MRS modificado com 20 g/L de sacarose ou lactose (fontes para producdo de acido latico) e 10 g/L
de glicose (fonte preferencial para crescimento celular). De 24 horas em 24 horas, amostras foram
retirados para analises quantitativas de acido latico e da fonte de carbono e da densidade dptica
(OD600NnmM) para verificar o crescimento celular.

Analises — as aliquotas coletadas durante as fermentag¢des foram analisadas em HPLC. As amos-
tras foram injetadas em coluna Aminex HPX-87H a 40 °C com fase mdvel de 0,005 mol/L H2S04 a
0,6 mL/min. de vazdo. As quantificagGes foram realizadas com detector de indice de refragdo, de
acordo com a curva-padrdo para cada analito. Para a identificagdo do enantidmero do acido latico
produzido, o detector de arranjo de diodo DAD (254 nm) e a coluna Chirex 3126 (D)-Penicillamine
foram utilizados. A fase movel foi CuSO, 0,001 mol/L com vazdo de 1 mL/min. a 30 °C. (Lopez-Gomez
et al., 2020)

Avalia¢ao da produgao de acido latico e consumo de substrato por P. acidilactici

Os experimentos foram conduzidos por 96 horas. Ao final desse tempo, a bactéria P. acidilactici
exauriu a glicose para ambos os ensaios, e a melhor condi¢cdo para a P. acidilactici foi a fermentacao
com sacarose. A Figura 1 mostra a producdo de acido latico e o consumo de cada fonte.
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Figura 1. Fermentagdo com P. acidilactici utilizando glicose e sacarose ou lactose como
fontes de carbono para produgdo de acido latico e crescimento celular.

A bioconversdo das fontes de carbono avaliadas apresentou valores absolutos de producdo
menores (Tabela 1) do que os relatados por Juodeikiene e colaboradores (2016), que avaliaram a
bioconversao de subprodutos agroindustriais sélidos em acido latico usando a cepa P acidilactici
KTUO5-7 e obtiveram 20,18 g/kg de acido latico em 48 horas de fermentacdo. Porém, o resultado
do experimento com sacarose e glicose aqui apresentado alcangou rendimento maior (0,94 g/g) do
gue aquele relatado por Zhang et al. (2021), que utilizaram a P. acidilactici para produzir acido latico,
alcancando 31,9 g/L, com rendimento de 0,742 g/g com glicose e xilose.

Avaliacao da producao de acido latico e consumo de substrato por W. thailandensis

A melhor condi¢do de fermentacdo para a W. thailandensis foi a fermentacdo com glicose e sa-
carose como fontes de carbono. A bactéria exauriu a glicose nas primeiras 24 horas de experimento
para ambas as fontes. A Figura 2 apresenta os resultados de consumo das fontes de carbono cor-
relacionadas com a producdo de acido latico, e a Tabela 2 mostra os resultados dos parametros de
producdo, rendimento e produtividade obtidos para as diferentes fontes de carbono.
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Figura 2. Fermentacdo com W, thailandensis utilizando glicose e sacarose ou lactose
como fontes de carbono para produgdo de acido latico e crescimento celular.

Nagarajan et al. (2022) relataram que, por meio de fermenta¢des em batelada, utilizando gli-
cose a 40 g/L no meio com algas marinhas hidrolisadas, produziram 17,48 g/L de acido latico com
Weissella sp. e 20 g/L de 4cido latico com W. paramesenteroides, consumindo 88% da glicose, com
rendimento de 0,68 g/g. W. thailandensis foi capaz de produzir acido latico com rendimento maior
(Tabela 1) que o obtido em fermentagdes com glicose realizadas por Nagarajan et al. (2022). Além
disso, a bactéria exauriu a glicose e consumiu 94,75% da sacarose (Figura 2). Os resultados indicam

que a associagao desses dois aglcares é uma alternativa eficiente para aumentar a bioconversao ao
produto de interesse.



Avaliacao da produgao de acido latico e consumo de substrato por L. lactis

A melhor condic¢do para producgado de acido latico por L. lactis foi a fermentagdao com sacarose e
glicose como fontes de carbono. Em todos os experimentos, houve esgotamento da glicose antes de
12 horas de fermentagao. A Tabela 1 mostra os parametros da producdo de 4acido latico, os valores
de rendimento e a produtividade para cada fonte.

Tabela 1. Produgdo de 4cido latico, rendimento e produtividade para as bactérias P. acidilactici,
W. thailandensis, L. lactis e E. durans em 96 horas de fermentacdo em tubos.

Lactose e glicose 10,03 £ 0,66 0,30 0,37
P. acidilactici
Sacarose e glicose 11,81 +0,11 0,94 0,37
i . Lactose e glicose 10,74 + 0,28 0,74 0,14
W. thailandensis
Sacarose e glicose 13,05 +0,57 0,75 0,19
i Lactose e glicose 10,58 £ 2,09 0,41 0,33
L. lactis
Sacarose e glicose 12,57 +2,34 0,44 0,44
Lactose e glicose 18,44 £ 0,62 0,92 0,29
E. durans ]
Sacarose e glicose 11,55+0,72 0,91 0,18

A Figura 3 indica os perfis de consumo de substrato e a producdo de acido latico por L. lactis.
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Figura 3. Fermentac¢do com L. lactis utilizando glicose e sacarose ou lactose como
fontes de carbono para produgdo de acido latico e crescimento celular.

Pelo grafico obtido, percebe-se que o consumo das fontes suplementares foi pouco expressivo.
Mesmo com 96 horas de experimento, a bactéria nao metabolizou as fontes suplementares.

Cock e Stouvenel (2006) obtiveram uma producdo de acido latico de 13,7 g/L utilizando 60 g/L
de glicose sem controle de pH. Resultados préximos foram alcancados neste experimento, utilizan-
do menos substrato. Souza et al. (2017) também utilizaram a bactéria L. lactis e obtiveram concen-
tragGes de acido latico semelhantes as apresentadas neste trabalho. Aproximadamente 13 g/L de
acido latico foram produzidas, utilizando-se 20 g/L de glicose como fonte de carbono em 24 horas
de fermentacdo em biorreator sem o controle de pH, ndo sendo capaz de exaurir a glicose.

Avalia¢ao da produgao de acido latico e consumo de substrato por E. durans

A melhor condigao para E. durans foi a fermentagao com lactose e glicose como fontes de car-
bono. A Tabela 1 mostra os parametros de producdo de acido latico, os valores de rendimento, a
concentracdo final e a produtividade para cada conjunto de fontes de carbono.



A Figura 4 mostra os perfis de consumo de acido latico e o consumo de substrato. A melhor
condi¢cdo para a E. durans foi com lactose como fonte de carbono suplementar, sendo capaz de
exaurir os aglcares antes de 96 horas de fermentacao.
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Figura 4. Fermentagdo com L. lactis utilizando glicose e sacarose ou lactose como
fontes de carbono para produgdo de acido latico e crescimento celular.

Os resultados obtidos na fermentacdo com lactose sdo semelhantes aos relatados por Pessione
et al. (2014), que utilizaram a bactéria E. faecium LLAA-1 em fermentacdes com glicose, produzindo
aproximadamente 18 g/L de acido latico, com conversdo de aproximadamente 90%.

Avaliagao do enantiomero de acido latico produzido por via fermentativa

Constatou-se por HPLC que as bactérias analisadas produziram o enantiomero (L)-acido latico
com pureza Optica, cenario que possibilita utiliza-lo como monémero para producdo de polimeros a
base de acido latico. (Lopez-Gémez et al., 2020).

A avaliacao de quatro diferentes espécies de bactérias para producdo de acido latico com es-
tratégia de cultivo associando glicose com sacarose ou lactose mostrou que o melhor resultado foi
obtido por E. durans, apds 96 horas de cultivo, utilizando lactose e glicose. Sendo assim, esta bac-
téria foi selecionada como cepa-elite, e a estratégia de suplementar lactose ao meio com glicose
serd mantida para estudo de outros parametros visando a otimizar a producdo de acido latico em
maiores escalas. As demais cepas produziram entre 10 g/L e 13 g/L de acido latico com as duas con-
dicGes, sendo que a P. acidilactici alcangou o maior rendimento (0,94 g/g).
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Selecao de linhagens de leveduras
multicompetentes em producao de acido
indolacético e biossolubilizacao de fosforo
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Eduardo Franco Brandalise’, Lorena Costa Garcia Calsing? Livia Teixeira Duarte-Branddo?®, Jodo Ricardo Moreira de
Almeida*

Resumo

O uso de fertilizantes quimicos na agricultura brasileira se intensificou com a expansdo da
fronteira agricola. Porém, a utilizacdo desses insumos em culturas agricolas gera danos ambientais.
Assim, a substituicao deles por biofertilizantes se torna essencial para um futuro sustentavel. Este
trabalho possui como objetivo a caracterizacdo e a selecdo de linhagens selvagens de leveduras
multicompetentes para a producao de acido indolacético (IAA) e para a biossolubilizacao de fosforo
(P) em meios com Ca_(PO,),, FePO, e AIPO,, a fim de buscar linhagens com potencial para biofertili-
zacdo. Para a determinacdo da solubilizacdo de P, setenta e duas linhagens de leveduras de diferen-
tes espécies foram inoculadas em meio sélido NBRIP contendo Ca,(PO,),, FePO, ou AIPO,. A avalia-
cdo foi realizada por meio do indice de solubilizacdo (IS), calculado por meio da razdo da média das
medidas de halos formados por solubilizacdo do meio pela média do didmetro das quatro colonias,
por placa. Para a quantificacdo de IAA, as leveduras foram inoculadas em meio liquido de YPD com
L-triptofano (L-Trp) 0,1% e amostras foram retiradas apds 120 horas para quantificacdo do fitormo-
nio por método colorimétrico. Por fim, doze linhagens que demonstraram producdo de IAA entre
13 pg/mL e 65 pg/mL foram selecionadas e avaliadas quanto a solubilizacdo de P em meio liquido
NBRIP com as fontes fosféricas Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,. Os resultados revelaram que as leveduras
estudadas somente apresentam capacidade de formacdo de halos de solubilizagdo em meio sélido
com Ca,(PO,),. No entanto, houve solubilizagdo de P em meio liquido com todas as fontes fosfdricas.
Quanto a multicompeténcia, os dados apontam que, dentre as 72 linhagens avaliadas de 29 espé-
cies diferentes, destacaram-se trés linhagens de diferentes espécies. Desse modo, tais linhagens sdo
candidatas promissoras para a biofertilizacdo de culturas comerciais.

Termos para indexagao: acido indolacético, biofertilizagao, biossolubilizagdo, fosforo, leveduras.

Introducao

O Brasil € um dos principais consumidores de fertilizantes quimicos do mundo. No entanto, é
dependente do mercado internacional para obtenc¢do deles, uma vez que o Pais ndo figura como
um grande produtor. Além disso, a eficiéncia da utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, fosfatados
e potassicos é reduzida por frequentes perdas por volatilizacdo, imobilizacdo ou outros processos
geoquimicos (Gomes et al, 2021). Dessa forma, os biofertilizantes surgem como uma alternativa
sustentavel aos fertilizantes convencionais, com impacto ambiental associado reduzido sem perda
de produtividade.
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Em meados da década de 1970, surgiu a utilizacdo de microrganismos eficientes (EM) como
biofertilizantes, que atuam como promotores do crescimento, ao disponibilizar formas inicialmente
nao assimildveis de nutrientes ao metabolismo vegetal. Além disso, os EM sdo ainda capazes de pro-
duzir e disponibilizar hormonios fitoestimuladores, como auxinas, giberelinas, jasmonatos, dentre
outros. Entretanto, o uso de biofertilizantes é ainda muito incipiente e had poucos estudos na litera-
tura que tratam da utilizacdo, dos mecanismos e da eficacia deles (Bonfim; Fontenele, 2017). Desse
modo, apesar de promissores, os EM para biofertilizagao ainda necessitam de pesquisas para sua
caracterizacao e possivel aplicagdo no campo.

A producdo de auxinas importantes para o crescimento vegetal, como o acido indolacético
(IAA), e a capacidade de biossolubilizacdo de fosforo (P) em diferentes substratos, por microrganis-
mo, tém sido amplamente estudadas. O acido indol-3-acético (IAA) estimula o rapido crescimento e
desenvolvimento vegetal, e ha avancos em estudos recentes do seu papel em intera¢des planta-mi-
crorganismo, principalmente com bactérias.

Deste modo, outros microrganismos, como fungos filamentosos e leveduras, também presen-
tes no solo, estao ganhando destaque como EM para o crescimento vegetal. A levedura Meyerozyma
guilliermondii CC1 foi avaliada como agente indutor de crescimento de milho e couve-chinesa, e de-
monstrou um potencial de elevar o indice de vigor das sementes (Nakayan et al., 2013). Por sua vez,
Candida tropicalis CtHY inoculada em sementes de arroz elevou em 35% o peso seco da planta em
detrimento das sementes controle sem inéculo (Amprayn et al., 2012). Nesse contexto, percebe-se
o grande potencial de linhagens selvagens de leveduras como microrganismos promotoras de cres-
cimento vegetal, e, subsequentemente, como biofertilizantes eficazes e sustentaveis.

Este trabalho possui como objetivo a identificacdo e a caracterizacdo de linhagens selvagens de
leveduras competentes na produgdo de IAA e na biossolubilizagdo de P em Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,.
Para realizacdo do trabalho, setenta e duas linhagens de leveduras, provenientes da colecdo interna
da Embrapa, foram caracterizadas quanto a producdo de acido indolacético e a biossolubilizacdo de P.

Potencial de solubilizacao de P em meios solido e liquido por leveduras

As 72 leveduras foram plaqueadas em meio sélido de YPD e incubadas por 24 horas, a 28 °C.
Em seguida, pré-inéculos foram preparados em meio liquido YNB + 20 g/L de glicose e incubados
em shaker a 28 °C e 200 rpm por 24 horas. Por fim, quatro indculos de 10 pL de cada uma das 72
linhagens foram aplicados em placas contendo meio NBRIP (Murphy e Riley, 1962) com as seguintes
fontes de fosfato: Ca,(PO,),, AIPO, e FePO,.

As amostras em placas foram incubadas em estufa a 28 °C e a avaliagdo de crescimento de
halos de solubilizagdo foi realizada apds 24 horas, 72 horas e 144 horas de incubac¢do. Para deter-
minagdo do indice de solubilizagdo (IS) de P em meio sélido NBRIP de Ca (PO,), FePO, e AIPO,, os
halos de solubilizagdo visiveis nas placas, apds 144 horas de incubac¢do, foram mensurados com a
utilizacdo de paquimetros. O IS foi calculado da seguinte forma:

IS = Média didmetro halo/Média didmetro coldnia

Para cada amostra, foram obtidos quatro valores de IS, e, portanto, uma média desses quatro
valores foi calculada.

Para determinacdo da capacidade de biossolubilizacdo de P em meios liquidos NBRIP de
Ca,(PO,),, AIPO, e FePO,, utilizou-se o protocolo de Murphy e Riley (1962) para 12 linhagens pré-
-selecionadas a partir da competéncia em produzir IAA. Em resumo, as linhagens foram crescidas



conforme previamente descrito em meio NBRIP por cinco dias. Ao final, amostras foram retiradas e
o P foi quantificado por método colorimétrico.

Potencial de produgao de IAA por leveduras

Para quantificacdo de IAA produzido por cada levedura, cada linhagem foi cultivada em meio
liquido YPD e em YPD + Triptofano 0,1%, a 28 °C e 200 rpm por 120 horas. Ao final, amostras foram
retiradas e o IAA foi quantificado por método colorimétrico de Sun et al. (2014).

Para avaliacdo da multicompeténcia das leveduras, doze amostras foram selecionadas, as me-
Ihores linhagens na producdo de IAA, para repeticdo do ensaio de biossolubilizacdo de P em meio
liqguido. Os dados foram plotados em planilha e convertidos em graficos.

Resultados e discussao

Para avaliar a capacidade de leveduras solubilizarem fosfato em meio sélido, setenta e duas
linhagens de leveduras de 29 espécies diferentes foram selecionadas a partir da colecdao da Embrapa
e inoculadas em meio NBRIP contendo diferentes fontes de P. Dentre as placas de meio NBRIP
Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,, foi observada a formagdo de halos em placas com Ca,(PO,), com 38 leve-
duras distintas. Os dados de IS foram calculados e 15 leveduras demonstraram valores de IS supe-
riores ao valor médio (Figura 1).
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Figura 1. A esquerda, indice de biossolubilizagdo de P em meio NBRIP Ca,(PO,), por leveduras. A média
de IS obtida para essas amostras é de 1,70. A direita, producdo de IAA, em pg/mL, por linhagem.
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Figura 2. Biossolubilizagdo de P em meio liquido NBRIP Ca,(PO,),, FePO, e AIPO, por diferentes
leveduras. Apenas as 12 amostras selecionadas pelo screening estao representadas no grafico.
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De forma complementar, a solubilizacdo de fosfato pelas 72 leveduras também foi avaliada em
meio liquido NBRIP Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,. Os resultados demonstraram que as leveduras sdo
mais competentes na solubilizacdo Ca,(PO,), (Figuras 1 e 2). Quanto a solubilizagdo em meio com
FePO, e AIPO,, houve pouca variagdo para cada amostra, com exce¢do de uma linhagem L7, que
demonstrou maior competéncia no meio com Fe.

A produgao de IAA foi avaliada em meio YPD-trip, uma vez que as leveduras se mostraram mais
competentes na producdo do fitormonio no meio com o aminodcido. Das 72 linhagens, doze foram
capazes de produzir entre 13 pg/mL e 65 pg/mL de IAA (Figura 1). Finalmente, buscou-se identificar
linhagens com capacidade de solubilizar P e produzir IAA. Para tanto, os dados gerados foram ana-
lisados em conjunto (Figuras 3, 4, 5). E possivel observar a predominancia de algumas linhagens na
multicompeténcia para todos os meios: as linhagens L1, L2 e L4.

Multicompeténcia por linhagem de levedura (IAA x Biossolubilizagao de Ca3(P04)2)
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Figura 3. Gréfico de dispersdo com os valores de concentragdo, em mg/L, de P biossolubilizado em
meio liquido NBRIP Ca,(PO,),, no eixo Y, e os dados de produgdo de IAA, em ug/mL, no eixo X.
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Figura 4. Gréfico de dispersdo dos valores de concentracdo, em mg/L, de P biossolubilizado em
meio liquido NBRIP FePO,, no eixo Y, e os dados de produgdo de IAA, em pg/mL, no eixo X.
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Figura 5. Gréfico de dispersdo dos valores de concentragdo, em mg/L, de P biossolubilizado em
meio liquido NBRIP AIPO,, no eixo Y, e os dados de producdo de IAA, em ug/mL, no eixo X.



Conclusao

A avaliagdo da multicompeténcia das 72 linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho,
para a produgdo de IAA e para a biossolubilizagdo de P em meios com Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,,
concomitantemente, permitiu a identificagdo de trés linhagens promissoras para utilizagdo como
biofertilizantes.
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Marcus Fernando Farias Silva Lima?*, Fabricio Machado?, Silvia Belém Gongalves?

O processo de producdo de acido latico por meio do metabolismo fermentativo das bactérias
laticas apresenta um grande potencial para ser utilizado como um importante bloco construtor no
setor de materiais. Neste trabalho, o objetivo principal foi determinar os parametros ideais para oti-
mizar a producdo de acido latico através da rota fermentativa. Foram conduzidos experimentos em
Falcon de 50 mL, utilizando uma temperatura de 30 °C e uma frequéncia de agitacdo de 120 rpm,
durante 96 horas. O primeiro parametro testado foi a concentracdo de glicose no meio de cultura,
com experimentos realizados em concentragdes de 20 g/L, 40 g/L e 100 g/L. A bactéria utilizada foi
a Pediococcus acidilactici, e seu melhor rendimento foi obtido com uma concentracdo de glicose de
20 g/L. O segundo parametro avaliado foi o pH do meio de fermentagdo. Por meio de experimentos
conduzidos em um reator a 30 °C e 180 rpm, observou-se que o crescimento bacteriano foi conside-
rado ideal em pH igual a 6, o que resultou na produgdo de 30 g/L de acido latico. Por fim, o nimero
de ciclos necessarios para aumentar a producdo de acido latico foi avaliado utilizando um processo
batelada alimentada. Verificou-se que, com quatro ciclos de cultivo, foi possivel obter 45 g/L de
acido latico em 86 horas. Dessa forma, por meio das ferramentas experimentais utilizadas, foram
estabelecidos os parametros 6timos para a producdo eficiente de acido latico via rota fermentativa
utilizando a bactéria Pediococcus acidilactici.

Termos para indexagdo: Pediococcus acidilactici, cido latico, glicose, fermentacao.

Diferentes industrias utilizam o acido latico em diversas aplicacdes. Por exemplo, na industria
alimenticia, ele é empregado como acidulante para evitar o crescimento indesejado de bactérias.
Além disso, o acido latico é utilizado na producdo de bases quimicas, solventes organicos e também
encontra aplicacdo na industria farmacéutica, principalmente na formulacdo de pomadas. Trata-se
de um acido organico que pode formar uma mistura racémica por causa dos seus dois isomeros 6ti-
cos, L(+) e D(-), quando produzido pela rota quimica, em razdo do seu centro quiral no B-carbono.
Sua producdo ocorre também por meio da fermentacado de glicose por bactérias laticas (Lopes et al.,
2008).

No contexto desta pesquisa, a bactéria utilizada é a Pediococcus acidilactici, um coco gram-po-
sitivo, homofermentativo, capaz de crescer em uma ampla faixa de pressdao osmdtica, temperatura
e pH. Essa bactéria é anaerdbia facultativa que prospera em meio MRS com pH étimo entre5e 6, e
sua viabilidade ocorre em temperaturas de até 65 °C, embora a temperatura ideal para o crescimen-
to esteja em torno de 30 °C (Pereira, 2019).

A eficiéncia do processo de fermentacdo latica é determinada pelo consumo de substrato e
pela produtividade. Diversos fatores podem influenciar negativamente a produtividade, incluindo
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a temperatura do fermentador, variagcdes de pH, inibicdo da atividade biossintética por causa de
altas ou baixas concentragdes de substrato, alta concentragao celular ou o acimulo de subprodutos
(Boudrant et al., 2005).

A homofermentacdo é o processo em que o acido latico é o Unico produto final, resultante da
conversdo do acido pirdvico em acido latico pela acdo da enzima desidrogenase (LDH). Esse proces-
so gera um ganho liquido de dois ATP, ou seja, dois lactatos por molécula de glicose fermentada.
Além de glicose, a bactéria requer nutrientes como aminoacidos, sais, peptideos e vitaminas para
seu desenvolvimento (Garvie; Mabbitt, 1967).

O 4acido latico possui férmula molecular C3H603, ponto de fusdo de 53 °C e massa molar de
90,08 g/mol. Ele pode formar sais com vérios metais, sendo os mais solUveis em agua aqueles for-
mados pelo DL 4cido latico em mistura racémica. Em muitos casos, diferentes espécies de bactérias
produzem apenas um tipo de dacido latico, L(+) ou D(-), com o isbmero D sendo mais prevalente
na fase estacionaria e o isbmero L predominando na fase inicial da fermentagao (Garvie; Mabbitt,
1967).

O objetivo deste trabalho é avaliar a producdo de acido latico por meio da fermentacdo de glicose,
utilizando a bactéria Pediococcus acidilactici como microrganismo em diferentes condi¢Ges operacionais.

A bactéria foi inicialmente retirada do ultrafreezer (-80 °C) e, em seguida, foi estriada e cul-
tivada em placas de Petri com agar MRS, previamente preparadas, permitindo o crescimento das
coldnias isoladas. Para o pré-inéculo, foi preparado meio MRS comercial em frascos Erlenmeyer, que
foram autoclavados por 15 minutos para esterilizagdao e armazenados em geladeira.

Também foi preparado meio MRS para o inéculo, sem fonte de carbono, pois a concentragao de
glicose variava em cada experimento, e havia risco de caramelizagdo do meio durante a esterilizagdo
na autoclave.

As colonias de bactérias foram transferidas das placas de Petri para os frascos Erlenmeyer de
125 mL contendo 50 mL de meio do pré-inéculo cada, preparado previamente, utilizando uma alca
de Drigalski estéril. Em seguida, os frascos foram colocados em um shaker a 120 rpm, a 30 °C, por
um tempo definido para cada experimento.

Quando os experimentos foram conduzidos em frasco tipo Falcon de 50 mL, apds trés dias, o
pré-indculo foi centrifugado, e a densidade éptica (OD) do concentrado foi medida. O concentrado
foi distribuido em volumes iguais para os frascos tipo Falcon de 50 mL, que continham 30 mL do meio
MRS previamente preparado em cada um. Cada concentracdo foi replicada em triplicata, variando
para cada experimento. Os frascos tipo Falcon foram, entdo, colocados em um shaker a 120 rpm, a
30 °C, por até 96 horas. Durante o experimento, foram coletadas amostras no primeiro dia em 0 hora,
4 horas e 12 horas, e nos dias seguintes, uma amostra de 1 mL foi retirada a cada 24 horas. Ao final
do experimento, as amostras coletadas foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HLPC), na coluna Aminex HPX-87H a uma temperatura de 40 °C, utilizando-se uma fase mével de
0,005 mol/L de H,SO,, com uma vazdo de 0,6 mL/min.

No caso dos experimentos realizados em reator, apds o tempo determinado para cada ex-
perimento, o pré-indculo foi centrifugado, e a OD do concentrado foi medida. O concentrado foi
distribuido em volume, de acordo com a concentragdo inicial calculada para cada reator. Os rea-
tores foram preparados previamente, e os sensores de pH foram calibrados com solucdes padrdo
do laboratério. O volume de meio necessario para cada experimento foi adicionado a cada reator



e, em seguida, foi autoclavado. Apds o resfriamento, a solucdo de glicose foi adicionada ao reator,
preparando-o para receber o indculo.

Ao final do experimento, as amostras coletadas foram analisadas no HLPC. O restante dos ex-
perimentos foi feito em reator. O pré-indculo ficou por apenas 8 horas no shaker, e foi inoculado
no mesmo dia. Foram preparados trés reatores com 600 mL de meio MRS tamponado com 20 g/L
de glicose como substrato, em cada. Foram colocados 16,6 mL de inéculo em cada reator no inicio
do experimento, a OD inicial foi de 7,8 e o pH estava em 6,5, com duracdo de 86 horas. O reator foi
alimentado quatro vezes com uma soluc¢do de glicose de 200 g/L.

A Figura 1 mostra que a concentra¢do de 20 g/L obteve o maior rendimento na produc¢do de
acido latico em comparacgdo as outras concentragdes, chegando a concentracgdo final de 7,66 g/L.
Uma explicagdo para esse resultado pode ser o pH do meio, que mesmo para o experimento com a
concentracdo de 100 g/L obtinha-se 6,65 g/L de acido latico. O pH correto para favorecer a levedura
e inibir o desenvolvimento de muitos tipos de bactérias esta entre 4,0 e 5,0 (Menezes, 1980). Para
manter o pH estavel foi utilizado um meio tamponado, fazendo com que a produc¢do de acido latico
melhorasse um pouco também, principalmente para a concentracdo de 20 g/L. Isso pode ser obser-
vado na Figura 2.
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Figura 1. Estudo da influéncia da concentrac¢do de glicose na producgdo de acido latico.

Contudo, como se pode observar na Figura 2, mesmo com o ajuste de pH por meio de tam-
pdo, nos experimentos conduzidos, em que as quantidades de substrato inicial eram maiores, ndo
foi possivel obter uma boa producdo, o que indica que a bactéria pode estar sofrendo inibicdo
pelo substrato. Isso acontece porque quando o substrato é adicionado de uma vez sé no inicio
da fermentacdo ocorrem efeitos de inibicdo, repressdao ou o metabolismo celular é desviado para
formagdo de produtos que ndo interessam (Carvalho; Sato, 2001). Os resultados podem ser ob-
servados na Figura 3.
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Figura 2. Estudo da influéncia da concentracdo de glicose para a produgdo de acido latico com meio tamponado.
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Figura 3. Producdo de acido latico a partir de glicose em sistema de batelada alimentada.

Observa-se que ao final da ultima alimentac¢do as células ja comecaram a apresentar morte
celular. Neste experimento, foi obtida uma producdo de acido latico de 45,9 g/L, com o rendimento
de 79% e uma produtividade 62%.

Conclusao

Utilizando-se diferentes concentragdes de glicose (20 g/L, 40 g/L e 100 g/L), constatou-se
que a concentracdo de 20 g/L apresentou os melhores resultados, indicando sua maior efetivida-
de para a aplicagdo estudada.
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A bactéria escolhida, Pediococcus acidilactici, mostrou um desempenho satisfatério ao longo
dos experimentos. A temperatura ideal de 30 °C e a agitacdo a 180 rpm favoreceram seu cresci-
mento, enquanto o pH 6 proporcionou as melhores condi¢des para sua proliferacdo. Além disso, a
concentracdo 6tima de glicose foi determinada como 20 g/L, resultando na maxima concentragdo
de acido latico de 45 g/L apds 86 horas de experimento.

Dessa forma, por meio do controle desses parametros e da selecdo da bactéria adequada, foi
possivel alcancar uma producao eficiente de acido latico, contribuindo para o avanco do conheci-
mento nessa area de pesquisa.
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O presente artigo apresenta e discute a construcdao de um sistema de monitoramento e ge-
renciamento de dados automatizado para fotobiorreatores de microalgas destinados a producao
de biomassa. A montagem do projeto de automacao fez uso de hardware de baixo custo destinado
a prototipagem rdpida, adaptado para atender as condi¢cbes do ambiente laboratorial no intuito
de monitorar inicialmente o pH dentro do sistema fechado, porém criando bases sdlidas para a
integracdao de monitoramento de outros parametros de interesse a producdao, como temperatura,
iluminacdo e oxigenacdo. O presente trabalho explora aspectos dessa implementacdo, como os
protocolos de comunicag¢do, implementacdo de datalogger, instalacdo de calibracdo de sensores e
desenvolvimento de cddigo para microcontrolador Arduino. Os resultados obtidos neste trabalho
permitem concluir que o emprego do sistema automatizado fornece previsdes otimistas em relacao
ao uso desse tipo de tecnologia no ambiente de cultivo de microalgas, reduzindo a carga de trabalho
repetitivo e manual do operador, aumentando a produtividade e contribuindo para a viabilizacao
dos processos industriais que envolvem a producdo da biomassa de microalgas.

Termos para indexagao: fotobiorreatores, automagao, datalogger, monitoramento, Arduino.

O cultivo de biomassa a partir de microalgas, além de atender a uma demanda industrial con-
sistente por seus produtos, pode promover beneficios ambientais importantes, uma vez que os pro-
cessos de produgdo de biomassa podem ser feitos com o consumo de CO, e a energia solar. A taxa
de fotossintese (RP) de organismos fototréficos, como diversas microalgas, atinge de 10 a 50 vezes
a taxa das plantas terrestres (Suali; Sarbatly, 2012), e, com isso, além dos beneficios econémicos, a
pratica esta alinhada com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), estabelecidos pela
ONU em 2015.

No entanto, a produtividade atual de biomassa de microalgas ainda ndo é alta o suficiente para
gue seja competitiva no mercado, principalmente por causa do uso ineficiente da energia solar,
aliado aos demais fatores de producao (Cho et al., 2019). Por isso, a importancia de se investir nas
alternativas de energia renovavel (Carrasco et al., 2006), pois reduzem o use CO, no processo.

As tecnologias que envolvem a automacdo tém grande relevancia no cultivo de microalgas,
por viabilizarem a coleta automatizada de informacdes e gerenciarem dispositivos para otimizar o
processo (Naghdi et al., 2014), permitindo um cultivo bem-sucedido de microalgas, que requerem
controle e monitoramento precisos das condicdes ambientais, o que é assegurado pela automacao.
As seguintes vantagens podem ser observadas:
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Monitoramento em tempo real. Dispositivos integrados aos biorreatores e sistemas de cultivo
monitoram parametros essenciais. A coleta de dados em tempo real permite ajustes imediatos para
garantir condic¢des ideais de crescimento.

Controle automatizado. Com sensores e atuadores, os sistemas de cultivo podem ser automa-
tizados para, por exemplo, ajustar a dosagem de nutrientes ou regular a exposicao a luz com base
nos requisitos de crescimento da microalga e informacdes coletadas no sistema.

Gerenciamento remoto. Tecnologias |oT (Internet of Things), ou internet das coisas, que re-
presentam a integracao de dispositivos de uso didrio em uma rede de internet, e permitem o mo-
nitoramento e gerenciamento remoto de instalagdes de cultivo de microalgas. Esse recurso é par-
ticularmente atil em fazendas de grande escala ou geograficamente dispersas, permitindo que os
operadores acessem e controlem o sistema de qualquer lugar.

Eficiéncia de recursos. Ao controlar com precisdo as condi¢cdes ambientais, as tecnologias de
automacdo ajudam a minimizar o desperdicio de recursos, como agua e nutrientes. Isso aumenta a
sustentabilidade geral dos processos.

Controle de qualidade. Sistemas equipados com automacao garantem condi¢des consistentes
e padronizadas, levando a um maior rendimento de microalgas e qualidade do produto. Isso é parti-
cularmente critico quando as microalgas sao cultivadas para produtos de alto valor, como nutracéu-
ticos ou compostos bioativos.

O objetivo deste trabalho, portanto, foi desenvolver um sistema automatizado de coleta de
dados que agregue esses beneficios e possa ser integrado a fotobiorreatores utilizados para cultivo
e producdo de biomassa de microalgas, visando a obtencdo de dados robustos e de forma sistema-
tica, bem como maiores autonomia aos sistemas de cultivo e controle dos processos de producao
de biomassa.

O trabalho foi realizado a partir da integracdo dos seguintes componentes:
a) Arduino Mega 2560 R3 Ch340.

b) Eletrodo hidroponico, tipo sonda, da marca Atlas Scientific.

¢) Mddulo de controle da marca Atlas Scientific.

d) Médulo Real Time Clock—RTC DS1307.

e) Maodulo leitor micro SD.

f) Jumpers.

Foi realizada, a principio, a implementacdo da sonda de pH, para a visualizacdo dos dados em
monitor serial, que é uma ferramenta presente na interface de desenvolvimento do Arduino e que
permite acompanhar qualquer impressao ou transferéncia de dados, de modo a possibilitar a cali-
bracdo do sensor e atestar a funcionalidade dele sem a necessidade de armazenamento de dados.

Portanto, foram utilizados os mddulos de controle dispostos no esquematico eletrénico presen-
te na Figura 1. A sonda de pH ¢é do tipo prata/cloreto de prata de juncdo dupla. A faixa de medicdo
estd entre 0 e 14 com uma resolucdo de 0,001. A sonda pode suportar a pressao maxima de 100 psi
e funciona na faixa de temperatura entre -5 °C e 99 °C.



A Figura 1 apresenta a ligacdo do médulo de controle utilizando o protocolo de comunicagdo
i2c (inter-integrated circuit), que é um protocolo que descreve o barramento de comunicac¢ao serial
utilizando apenas dois fios. Nessa mesma figura, pode-se ver o moédulo de controle que faz a inter-
mediacdo com o Arduino, sendo conectado através dos pinos de alimentagao, 5v e gnd (ground), e os
pinos tx (transmissor), e rx (receptor) nas portas do Arduino 3 e 2, respectivamente. O modo de co-
municacao i2c foi escolhido pelo artificio da comunicagdo sincrona, o que significa que os dispositivos
conectados ao barramento compartilham um relégio comum (linha Serial Clock Line-SCL), permitindo
uma sincroniza¢ao de dados precisa.

Maodulo de controle

Sonda

Sy,

vce- S5vil

& gndm
x-2m
tx-3m

Figura 1. Esquematico eletronico.

A calibragdo do sensor é realizada mediante o uso de solugdes padrao de pH 4, 7 e 10. O
prompt de comando é um programa que emula o campo de entrada em uma tela de interface do
usuario baseada em texto, tendo sido utilizado para chamar as fun¢des que referenciam os valores
exatos de pH, os quais sdao armazenados como referéncia pelo microcontrolador. A sonda foi manti-
da por 10 minutos em cada solu¢do antes da chamada das fun¢des, para a devida estabilizagcdo dos
valores lidos.

O maédulo leitor SD foi entdo implementado para permitir o microcontrolador Arduino ler e
gravar dados em cartdes de memoria SD. Esse método é comumente utilizado como uma solugao
de armazenamento externo para projetos que exigem a coleta e o registro de dados, como um da-
talogger, possibilitando que o médulo funcione sem conexao a microcomputador. Portanto, para
facilitar a comunicacdo entre o Arduino e o mddulo leitor SD, foram utilizadas bibliotecas especificas
gue permitem essa comunicacdo do leitor com o Arduino, e a montagem fisica se da na Figura 2.

Moduloe MicroSD

Arduino

MicroS0 Card Adapter

veec- 5vl
gndm
MOS| m
MISO m
SCK m
CSm

Figura 2. Esquemadtico com leitor SD para datalogger.



A representacdo esquematica mostrada na Figura 2 ilustra a conexdao do mdédulo micro SD, com
suas ligacdes para alimentacgao, e as respectivas ligagdes MOSI, MISO, SCK e CS, que sdo portas de
arquitetura mestre-escravo, em que um dos dispositivos (mestre) comanda a alocacdo de tarefas
para os demais dispositivos (escravos), dessa forma, tornando possivel a comunicagao.

O maddulo de reldgio indica o tempo real (RTC) para a devida atribuicdo dos dados cronoldgicos.
Esse médulo fornece ao microcontrolador a capacidade de manter e acompanhar data e hora em
tempo real, sendo utilizado para manter o registro preciso de data e hora, mesmo quando o sistema
é desligado ou reiniciado, porque possui bateria prépria. A Figura 3 mostra a implementacao do
maodulo RCT.

Na Figura 3 é possivel ver a ligagdo do mdédulo RTC por protocolo i2c com o Arduino. A linha SCL
(Serial Clock Line) é usada para sincronizar a informagao entre os dispositivos, e a linha SDA (Serial Data
Line) é usada para a transmissdao dos dados. As linhas SCL e SDA se encontram nas portas analdgicas 4
e 5 do Arduino. Dessa forma, foi possivel registrar os dados com carimbo de tempo, associando a data
e a hora a cada medigdo feita, o que é de fundamental importancia para qualquer analise referente ao
cultivo das microalgas.

Arduino

vee-5vm
gndm
A5-SCLm
Ad-SDAm

Mddulo RTC

Figura 3. Esquematico RTC.

Com o devido sistema implementado, foi possivel realizar a tomada de dados de um experimen-
to que mostrou a variacdo de acidez na agua para atestar o funcionamento do sistema. Portanto,
primeiramente foi montado o sistema em dgua destilada, no qual foi borbulhado CO, a uma vazdo
de 200 cm¥min. O sistema foi ajustado para realizar medi¢bes a cada segundo, rodando dessa
forma por 20 minutos. A Figura 4 mostra o valor de pH analisado pelo sistema em fun¢ao do tempo.



Experimento CO2 - Ph x Tempo(s)

pH

0 250 500 750 1000 1250
Tempo

Figura 4. pH x Tempo.

As leituras foram realizadas com sucesso pelo médulo de pH conectado ao Arduino, mostrando
a ja esperada acidificagdo da agua em forma de curva logaritmica causada pelo CO..

Os dados foram tomados a cada segundo para um melhor ajuste de curva. No entanto, é im-
portante ressaltar que o intervalo de leitura pode ser facilmente ajustado para atender a diferentes
demandas e necessidades especificas de outras aplicacdes.

O sistema desenvolvido demonstrou ser eficiente e confidvel para o monitoramento de pH ao
longo do tempo. A implementagdo do cddigo permitiu a leitura automatica do pH no intervalo de
tempo especificado, e as leituras apresentam valores condizentes para o experimento proposto. E
possivel notar, a partir da andlise grafica da curva gerada, alguns pontos de desvio que se diferem do
comportamento tipico esperado, porém ndo sdo preocupantes, e ja eram de se esperar, em razao
da caracteristica de protétipo eletronico do sistema. Vale a pena salientar que, em um teste real em
funcionamento continuo por vérios dias, esses valores seriam despreziveis em razao da magnitude
dos dados.

Além disso, o sistema foi capaz de armazenar os dados de pH em um cartdo micro SD. As lei-
turas foram registradas em um arquivo de log com a devida marcacdao temporal, possibilitando
a posterior analise dos dados coletados, e criando uma base sélida para a implementacao dessa
tecnologia e de parametros que auxiliem o trabalho de pesquisa. A proxima etapa serd a implan-
tacdo desse sistema nos processos de cultivo de diferentes cepas de microalgas que sdo utilizadas
no Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana da Embrapa Agroenergia, para o desen-
volvimento de biocombustiveis e bioprodutos. Serdo adicionadas também sondas de medicdo de
oxigénio dissolvido, nesse mesmo sistema e seguindo o mesmo padrao de implementacao, de modo
gue sejam tomados dados tempo real dos cultivos dos microrganismos e se possa inferir a eficiéncia
fotossintética das cepas de microalgas quando submetidas a diferentes condi¢des de crescimento.
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Adsorcao de carotenos de 6leo de palma
utilizando celulose como adsorvente

QOO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OGO OO OO OO OO OO OO OO

Erislene Silva de Almeida’, Raquel Campanha Bombarda? Leonardo Valadares®, Marcos Ene Oliveira®, Simone Mendong¢a®

Resumo

Carotenos sdao compostos antioxidantes com importante fungdo na manutencdo da saude hu-
mana. O dleo de palma é uma importante fonte natural de carotenos, sendo os isbmeros a- caro-
teno e B-caroteno presentes majoritariamente. O processo industrial de refino desse éleo leva a
destruicdo dos carotenos durante o branqueamento com terras diatomaceas (que também podem
favorecer a oxidacdo) e durante a etapa de desodorizacdo. Diferentes tipos de celulose que pas-
saram por pré-tratamento com gordura refinada de palma se mostraram um material promissor
e alternativo as terras diatomadceas. Por outro lado, as celuloses puras, nas condi¢cdes estudadas,
ndo foram capazes de concentrar quantidade significativa de carotenos. Considerando a-celulose,
celulose microfibrilada e celulose nanocristalina com pré-tratamento, essa Ultima apresentou maior
potencial em adsorver os carotenos do éleo de palma.

Termos para indexagdo: dleo de palma, carotenos, celulose, cromatografia.

Introducao

Carotenoides podem ser precursores da vitamina A em humanos e podem desempenhar um
papel na prevencdao de alguns tipos de cancer, doencas cardiacas, doenca de Alzheimer, doen-
ca de Parkinson, hipertensdo, diabetes, além de auxiliar no crescimento e na renovacao celular
(Corréa-Filho et al., 2019; Embrapa, 2023)

O B-caroteno é um pigmento com atividade antioxidante e de alto valor agregado, porém é
suscetivel a degradacdo por acdo de luz, presenca de oxigénio e temperatura (Corréa-Filho et al.,
2019). O processo de refino industrial leva a destruicao de quase a totalidade dos carotenos do éleo
de palma. Na etapa de branqueamento, sdo utilizadas terras diatomdceas, que sdo adsorventes que
podem favorecer a oxidagdo, além de promover adsorcdo irreversivel e consequente destruicdo de
parte dos carotenos do 6leo. Ja os carotenos remanescentes dessa etapa sao degradados durante
a desodorizacdo em processo chamado heat bleaching (Ribeiro et al., 2018; Almeida et al., 2019).
Desse modo, estudos sobre materiais adsorventes que garantam maior preservagao e possibilidade
de outros usos dos carotenos sdo importantes por agregar valor a cadeia produtiva do dendé. Nesse
sentido, este trabalho estuda a eficiéncia de diferentes tipos de celulose (a-celulose, celulose mi-
crofibrilada e celulose nanocristalina) na adsorcao de carotenos do éleo de palma, para que poste-
riormente possam ser adicionados em ra¢do animal, ja que a terra diatomdacea destréi os carotenos
apods a adsorgdo, e ndo é material seguro para a alimentacao.

* Quimica, doutora em Tecnologia Quimica, Embrapa Agroenergia erislene.almeida@colaborador.embrapa.br
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Materiais e métodos

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizadas a-celulose (Sigma-Aldrich); celulose nano-
cristalina (CNC) (CelluForce); celulose microfibrilada (MFC), produzida na Unidade Embrapa Floresta,
em Colombo, PR; gordura refinada de palma da marca Taud, adquirida via comércio; éleo de palma
hibrido (Elaeis guineenses x Elaeis oleifera), cedido pela industria de éleo Marborges, localizada no
Para; e padrdes de a-caroteno, B-caroteno e 9-cis-B-caroteno (Sigma-Aldrich).

Pré-tratamento dos adsorventes a-celulose, celulose
microfibrilada e celulose nanocristalina

Em béquer de 100 mL, foram pesados 50 g de gordura refinada de palma. Em seguida, 1,5 g
(3%) do respectivo adsorvente: a-celulose, CNC ou MFC foi adicionado a gordura em trés aliquotas
de 0,5 g. O béquer contendo a mistura (gordura e primeira aliquota) foi levado ao ultraturrax por
2 minutos a 10.650 x g. A cada 2 min, foi adicionada uma aliquota de adsorvente. A agita¢ao foi
mantida por 30 minutos, e a cada 10 min a mistura era levada ao banho de gelo para resfriar até
cerca de 30 °C. O adsorvente foi separado do dleo por centrifugacao a 10.650 x g, temperatura am-
biente, por 5 minutos. Com auxilio de pipeta, as fases foram separadas; por fim, o excesso de gor-
dura da fragdo sélida foi extraido com de papel toalha. Os materiais foram preparados em duplicata.

Adsorc¢ao dos carotenos em celulose

Os ensaios de adsorgao foram realizados com os adsorventes pré-tratados, e com a-celulose,
CNC e MFC puras, conforme procedimento descrito a seguir, em triplicata. Em baldo de fundo re-
dondo de 250 mL foram pesados 50 g de 6leo de palma e adicionado aproximadamente 0,15 g de
solugdo aquosa de acido citrico 30% (m/m), seguido da adigdo de 0,50 g do material adsorvente. A
mistura foi agitada manualmente para homogeneizar o sistema, e o baldo foi levado ao rotaevapo-
rador nas seguintes condi¢Oes: temperatura de 80 °C e tempo de processamento de 1 hora.

A seguir, o 6leo branqueado com as celuloses foi centrifugado, com o material ainda quente,
a 10.000 x g por 20 min. A fracdo oleosa (6leo branqueado) foi coletada em frasco ambar para pos-
terior determinacdo de isbmeros de caroteno por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
A fracdo adsorvente impregnada com déleo residual foi seca com auxilio de papel toalha, para se
extrair o excesso de 6leo ainda presente nesses materiais, para posteriormente realizar a dessorcao
de carotenos dos adsorventes e a avaliacdo de possivel degradacdo de carotenos.

Dessorg¢ao dos carotenos da celulose

Em microtubos com capacidade de 2 mL, foi pesado, aproximadamente, 0,05 g dos adsorventes
obtidos no tépico anterior. Foi adicionado 1 mL de uma mistura metanol:MTBE (1:1); foi realizada
agitacdo em vortex por aproximadamente 1 min e em seguida os microtubos foram centrifugados
por 2 min a 650 x g. A fracdo liquida foi coletada em balGes de 50 mL, previamente pesados. Essa
extracdo dos carotenos da celulose foi repetida até o solvente permanecer incolor. Os baldes foram
levados ao rotaevaporador a 40 °C. O éleo obtido foi pesado para posterior realizacdo de andlise dos
carotenos dessorvidos dos diferentes tipos de celulose por HPLC.

Perfil de carotenoides HPLC

As analises de HPLC foram realizadas para se determinar o contetdo de a-caroteno, -caroteno
e 9-cis-B-caroteno, nos 6leos branqueados com a-celulose, MFC e CNC com e sem pré-tratamento,
e também no material obtido da dessorcao.
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Extra¢do dos carotenos

Em tubo de ensaio, foi pesado 0,13 g de éleo branqueado, e foi utilizado todo material obtido
da dessorgdo. Para extragao dos carotenos, primeiramente foram adicionados 2 mL de acetona, se-
guido de homogeneiza¢do em banho ultrassonico durante 1 min. Posteriormente, foram adiciona-
dos 3 mL de éter de petrdleo e 10 mL de dgua destilada. A fase superior (éter de petrdleo + carote-
noides) foi coletada e, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro, foi transferida para um tubo
de ensaio com tampa. Uma nova extracdo na fase aquosa foi realizada com 2 mL de acetona, com
posterior agitacdo em vortex durante 5 seg, adicdo de 3 mL de éter de petrdleo e sonicagdao durante
1 min. As fragdes ricas em carotenos foram coletadas e agregadas ao primeiro extrato. A extragao foi
repetida até que a fase etérea ficasse incolor.

Saponificagao

A saponificacdo foi feita com uma solugao de 10% de KOH em metanol. Em tubos de ensaio
com tampa, essa solugdo foi adicionada aos carotenos extraidos anteriormente, permanecendo no
escuro overnight em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a fase rica em carotenos foi coleta-
da com pipeta de Pasteur e transferida para um funil de separagao, e 5 mL de éter de petréleo foram
adicionados ao extrato metandlico do tubo de ensaio, sendo a fase etérea coletada, juntando-a com
a anteriormente retirada. A fase rica em carotenos coletada em funil de separacéo, foram adiciona-
dos 50 mL de dgua destilada. A lavagem da fase etérea do funil com agua destilada foi repetida por
trés vezes. O extrato etéreo foi recolhido e passado através de um funil contendo algodao e sulfato
de sddio anidro para eliminar o excesso de umidade, aliquotas de éter foram utilizadas para ‘lavar’
o sulfato e minimizar perda dos carotenos. A filtragao foi feita diretamente para um baldo. O extrato
final obtido foi concentrado em rotaevaporador em baldes de 50 mL. O extrato rico em carotenos
obtidos da dessorg¢ao foi ressuspendido em 2 mL de metanol:MTBE e o extrato obtido do éleo bran-
queado foi ressuspendido em 3 mL de metanol:MTBE.

HPLC

A andlise cromatografica foi executada em um cromatdégrafo a liquido de alta eficiéncia (HPLC)
(Agilent 1290 Infinity LC), equipado com detector de arranjo de diodos, ajustado para aquisicdo de
dados em 450 nm. Os carotenoides foram separados em uma coluna C30 YMC Carotenoid (250 x 4.6
mm) a 25 °C. Empregou-se elui¢ao por gradiente, utilizando-se diferentes proporg¢des de misturas de
metanol:MTBE:agua 81:15:4 v/v/v (A) e metanol:MTBE:agua 46:50:4 v/v/v (B), com fluxo de 1 mL/
min e volume de injecdo de 10 puL. O tempo da corrida cromatografica foi de 40 minutos. Padrdes
comerciais foram usados para identificar os picos dos carotenoides. Os padrdes de a-caroteno,
B-caroteno e 9-cis-B-caroteno foram solubilizados em diclorometano grau HPLC, e preparam-se oito
diluicdes em metanol: MTBE 50:50 em concentra¢des abrangendo a faixa de 0,1 ug/mL a 50 pug/mL
para realizar a calibracgao.

Resultados e discussao

O pré-tratamento das celuloses foi realizado em duplicada. Para cada replicata das celuloses
tratadas, bem como para as celuloses puras, realizou-se o ensaio de adsorcdo com trés repeti¢oes.

Para determinar a influéncia das condi¢Ges experimentais na degradac¢do dos carotenos, foram
realizados trés tipos de controles, que seguiram o procedimento descrito na metodologia, porém
sem adicdo dos adsorventes. No controle C1, o experimento foi realizado em temperatura ambiente
e adi¢do de 4cido citrico. O C2 foi realizado com temperatura de 80 °C e adi¢do de 4acido citrico. Ja
C3 foi realizado com temperatura de 80 °C e sem o &cido citrico. Os resultados foram comparados
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pela aplicacdo do teste de Tukey (p<0,05), indicando que a temperatura tem alguma influéncia na
degradacdo de carotenos.

Para comparacao do teor dos carotenos destruidos e adsorvidos, uma amostra de dleo bruto
(CPO) foi saponificada e analisada em HPLC. O CPO apresentou, respectivamente, 175 ug de a-ca-
roteno, 663 ug de B-caroteno e 97 ug de 9-cis-B-caroteno por grama de 6leo. Esses valores foram
comparados aos encontrados nos éleos branqueados (Figura 1). Os dleos branqueados com as ce-
luloses que passaram pelo pré-tratamento apresentaram um menor teor de carotenos que o CPO,
indicando que houve adsorcdo. As celuloses sem tratamento com gordura, por sua vez, ndo foram
capazes de adsorver significativamente nenhum dos trés carotenos em estudo, nas condi¢des expe-
rimentais trabalhadas. Uma possivel explicacdo é o fato de a gordura utilizada no pré-tratamento
ser hidrofdbica, assim como os carotenos presentes majoritariamente no dleo, enquanto a celulose
pura é um material de carater hidrofilico.

Caroteno ndo adsorvido
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Figura 1. Comparacdo entre os carotenos quantificado no CPO e os carotenos remanescentes no dleo apds adsorgao.

Considerando a quantidade de cada caroteno presente no 6leo de palma bruto (CPO) como
100%, foi calculada a porcentagem de cada isbmero adsorvido utilizando apenas 1% em massa dos
adsorventes. As celuloses com pré-tratamento adsorveram percentual consideravel dos trés caro-
tenos estudados, enquanto entre as celuloses pura apenas a MFC mostrou pequena capacidade
adsortiva, o que pode ser explicado pela forma como a MFC é preparada, a partir de celulose mi-
crocristalina (Sigma) que passa por tratamento com acidos graxos, semelhante ao descrito na me-
todologia deste trabalho. Porém, como essa celulose passou por processo de lavagem com hexano
e secagem em estufa, acredita-se que, mesmo sendo feita a lavagem, algum percentual de acidos
graxos permanece aderido a celulose, favorecendo a interagdo com os carotenos.

Tabela 1. Porcentagem de carotenos adsorvidos pela celulose em comparagdao com o CPO.

% caroteno adsorvido do éleo branqueado

a-caroteno B-caroteno 9-cis-B-caroteno
a-cel 25,45 28,82 23,94
MEFC 30,28 33,45 28,19
CNC 27,82 30,25 25,33
a-cel pura 0 0 0
MFC pura 4,95 3,72 2,1

CNC pura 0 0 0
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A Figura 2 mostra os carotenos dessorvidos das celuloses com pré-tratamento. Pode ser obser-
vado um aumento na concentragdo de a-caroteno no final do processo, o que ocorreu com os trés
tipos de celulose estudadas. O 9-cis-B- caroteno também teve um aumento considerdvel em sua
concentracao. Dos trés tipos de celulose estudados, a CNC foi a que demonstrou maior capacidade
de concentrar os carotenos citados. Considerando o B-caroteno, a a-celulose foi o adsorvente que
apresentou maior capacidade de concentrar esse caroteno.

Caroteno dessorvido da celulose

3

& 1000

& 900

oo 800

2 700

g 600

£ 500

S 400

w

£ 300

o 200

g 100 . .
g o

o] CPO a-cel MFC CNC

Adsorventes

W g-caroteno M B-caroteno 9-cis-f-caroteno

Figura 2. Comparacdo entre o teor de carotenos do CPO e o extraido dos adsorventes.

Conclusao

Os ensaios de adsorgao de carotenos do 6leo de palma mostraram que é possivel concentra-
-los em diferentes tipos de celulose, desde que essas passem por pré-tratamento com a gordura,
que possui maior afinidade com os carotenos. Um possivel seguimento para o estudo sera testar
novas condicOes experimentais, como temperaturas mais brandas e diferentes concentra¢des de
adsorventes para se aumentar a quantidade de carotenos recuperados/adsorvidos pela celulose,
além de celulose de fontes renovdveis, como a nanofibra de celulose, que é produzida na Embrapa
Agroenergia, a partir de engaco de dendé.
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Analise qualitativa da vinhaca para
posterior tratamento e reuso
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Resumo

A vinhaca é um subproduto proveniente da producdo de etanol. Assim, conforme aumenta
a demanda por etanol, cresce também a producdo dos subprodutos e residuos gerados com esse
processo. A vinhaca pode ser conhecida também como vinhoto e atualmente é utilizada na fertir-
rigacao, em virtude da grande quantidade de beneficios que apresenta. A quantidade de vinhaca
produzida por litro de etanol é muito alta, tornando isso um problema para a industria. O vinhoto
é mais contaminante que o esgoto doméstico, por sua composicao, que possui altos valores de
Demanda Quimica Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica Oxigénio (DBO), além de ser corrosivo
e acido ao sair da torre de destilacdo (Silva et al., 2007). Existem diversos métodos reportados na
literatura para a destoxificacdo parcial do residuo para que ele possa ser aplicado na fertirrigacdo.
A combinacdo das técnicas de coagulacao, floculacdo e fotocatalise apresentou uma melhora no
vinhoto, deixando-o dez vezes menos téxico que no inicio, com uma reduc¢do de aproximadamente
68% de DQO (Souza et al., 2016). Contudo, ndo ha estudos sobre a composicdo ou mesmo a toxici-
dade desse residuo. Neste trabalho, foram analisadas amostras de vinhaca utilizando a técnica de
cromatografia, sendo ela em papel e em coluna. Dessa forma, posteriormente, serd possivel analisar
individualmente cada analito. Foram estabelecidas as técnicas que melhor atendiam ao processo,
gue se da inicio com a concentracao da vinhaca, seguida dos testes de solventes com melhor intera-
cdo, utilizando a técnica de cromatografia em papel, e assim sendo possivel a realizacdo da cromato-
grafia em coluna. As amostras obtidas a partir da coluna foram analisadas no espectrémetro UV-VIS
para separacao dos principais componentes de cada extrato. Todo o processo foi realizado nova-
mente apds o tratamento da vinhaca. A partir de 1 L de vinhaca foram obtidos 48,3718 g de extrato,
em que o componente majoritario foi caracterizado por espectrofotometria UV-VIS e reconcentrado
para futura caracterizagdo estrutural por RMN e espectrometria de massas.

Termos para indexagao: vinhaca, vinhoto, DQO, DBO, etanol.

Introducao

A vinhaca é um subproduto proveniente da producdo de etanol, considerado um residuo.
Apresenta coloracdo marrom-escura, odor desagradavel e forte, pH baixo, alta proporcdo de po-
tassio, além de elevados valores de Demanda Quimica Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica
Oxigénio (DBO) (Silva et al., 2014). Ela proveniente da fermentacdo do caldo para a obtencdo do
etanol e pode ser conhecida por varios nomes, entre eles vinhoto, restilo, tiborna, garapao e calda.
Para cada litro de dlcool produzido sdo gerados em média de 10 L a 15 L de vinhaca, que é constitui-
da principalmente de 4dgua (Souza et al., 2013).

Ao longo dos anos, o mundo viu a necessidade da utilizacdo de biocombustiveis como uma
alternativa as misturas fosseis (Pedro-Escher et al., 2016). Em novembro de 1975, o Brasil criou um
decreto governamental com o intuito de reduzir a dependéncia do petrdleo, o que deu origem ao
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Programa Nacional do Alcool ou Prodlcool (Agéncia FAPESP, 2016). Em relacdo a outros paises na
atualidade, o Brasil € um dos maiores produtores e consumidores de etanol anidro, em razdo do
consumo de gasolina, e até na forma de etanol hidratado (Brasil, 2016).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (2022), estima-se a producdo de 596,1
milhGes de toneladas de cana-de-aglcar para a safra de 2022/2023, um acréscimo de 1,9% no
que refere a safra 2021/2022. J4 a producdo de etanol deve chegar a 28,66 bilhdes de litros, pro-
venientes da cana-de-aclcar e do milho.

Atualmente, a vinhaga é utilizada na fertirrigacdo do cultivo de cana-de-agucar, por ser uma
forma mais vidvel para o seu descarte (Freire; Cortez 2000). Além disso, possibilita redu¢ao na mao
de obra, compactag¢ao do solo e morte de soqueiras, proporcionando melhor aproveitamento para
a plantagdo (Dourado Neto et al., 2001). A fertirrigacao proporciona integra¢do de nutrientes, entre
eles potdassio, fésforo, magnésio, nitrogénio, calcio e enxofre (Camargo, 2022).

Apesar de a vinhaca apresentar muitos beneficios, ainda assim apresenta diversos fatores
que dificultam o seu uso. Por exemplo, o vinhoto possui metano (CHa), que contribui com cerca de
99,84% para os gases de efeito estufa (GEE); ja o 6xido nitroso (N,O) tem a atuacdo insignificante
no problema (Oliveira et al., 2013).

A vinhaca chega a ser cem vezes mais contaminante que a dgua de esgoto doméstico, e é preju-
dicial a flora, a fauna, a microfauna, a microflora das aguas doces, e pode espantar a fauna marinha
gue se aproxima das costas brasileiras para a reproducao (Freire; Cortez, 2000). Apesar de a vinhaca
ser utilizada na fertirrigacao, ainda é um problema para as industrias sucroalcooleiras, pois o volu-
me produzido é muito maior do que o utilizado nos campos. Por isso, ainda se vé a necessidade de
pesquisas para minimizar os danos causados pela vinhaca (Lima et al., 2012).

A combinacao das técnicas de coagulacao, floculacao e fotocatdlise provocou uma melhora na
vinhaca, deixando-a dez vezes menos tdxica que no inicio, com uma reducdo de aproximadamen-
te 68% de DQO (Souza et al., 2016). A destoxificagdo parcial do residuo permite que ele possa ser
aplicado na fertirrigacao, contudo, nao ha estudos sobre a composicao ou mesmo toxicidade desses
residuos. Neste trabalho, selecionou-se a melhor mistura de solventes para cromatografia de um
extrato de vinhaca concentrado por evaporacgao rotativa a vacuo, usando cromatografia planar, com
posterior cromatografia em coluna, em que o analito majoritario foi pré-caracterizado por espectro-
fotometria UV-VIS e reconcentrado para futura caracterizacao estrutural por ressonancia magnética
e espectrometria de massas.

Materiais e métodos

Foi realizada uma parceria com a Usina Tereos, estabelecida na cidade de Olimpia, SP, que for-
neceu em média 40 litros para o estudo. A vinhaca foi armazenada em recipientes de plasticode 5 L
no congelador a aproximadamente -38 °C.

Primeiro, foi realizada a concentragao da vinhaca. Para isso, foi utilizado sistema de evaporacao
rotativa acoplado a um banho ultratermostatico com temperatura de 85 + 5 °C e a um sistema de
bombas compressoras que permitiu atingir a pressao de 425 + 25 mbar. O tempo total de concen-
tracdo foi de cerca de 12 horas. Apds o processo, restou um concentrado de 48,3718 g de vinhaca.

Aliquotas de 0,5 g da vinhaca concentrada foram usadas em ensaios de solubilizacdo com 4 mL
dos seguintes solventes: cloroférmio, metanol, acetona, hexano, alcool isopropilico e dgua. Para a
analise de cromatografia por camada delgada (TLC), foi utilizada a placa de silica como fase fixa e
para a determinacao do melhor eluente de arraste foram testadas diferentes proporcées de metanol
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e alcool isopropilico, que apresentaram melhores solubilizagdes. Conforme descrito na Tabela 1, em
todos os testes diluiu-se a vinhaga com agua destilada. Na analise, usou-se cuba de 250 mL, mas
foram necessdrios apenas 10 ml da fase mdvel. As placas foram analisadas fora e dentro da camera
escura UV, e foram utilizados comprimentos de ondas de 365 nm e 254 nm.

Tabela 1. Composi¢des testadas como eluente de arraste da TLC.

Teste 1 50% 50%
Teste 2 75% 25%
Teste 3 25% 75%

Para a cromatografia de coluna rapida (flash), foi usada uma pera insufladora para pressao
positiva, a fase estaciondria usada foi a silica gel da marca Supelco (40 um—63 um) previamente
seca a 95 + 5 °C por 2 dias. A melhor fase mdvel encontrada foi a mistura de metanol e alcool
isopropilico. O extrato teve que ser diluido em uma pequena fracdo da mistura dos solventes
utilizados na coluna, e na sequéncia foi depositado na superficie da silica e deixado em repouso
por alguns minutos. As aliquotas da cromatografia foram armazenadas em tubos de ensaio com
tampa e analisadas por espectrofotometria UV-VIS faixa de 200 nm a 800 nm.

Resultados e discussao

Na concentracgdo do teste 1, observou-se o arraste por TLC (cromatografia plana), mas ele ainda
ndo apresentou o resultado esperado, ou seja, a definicao e a separagao das manchas dos analitos.
No teste 2, observou-se arraste e foi o resultado mais préximo do esperado. Ja no teste 3, foi obser-
vado o arraste, mas ele ndo apresentou o resultado esperado.

a b

Figura 1. Placas cromatograficas do teste 2, fase estacionaria silica, fase movel 75% de metanol e
25% de alcool isopropilico, analisadas nos comprimentos de ondas (a) 365 nm e (b) 254 nm.

Dentro das concentra¢Oes testadas, o teste 2 foi o que melhor atendeu aos requisitos espe-
rados. Como mostrado na figura, a imagem da esquerda foi analisada no comprimento de onda
365 nm e a da direita, no comprimento de onda 254 nm.
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Figura 2. Espectro de varredura UV-VIS das fragdes 08, 11, 16 e 21 da cromatografia em coluna flash com
fase estacionaria silica, fase mével 75% de metanol e 25% de alcool isopropilico. A fragao 08 estd sendo
representada na cor preta; a fragao 11, na cor rosa; a fragdo 16, na cor vermelha; e a fragdo 21, na cor azul.

Em seguida, realizaram-se as andlises em UV-VIS para rastrear os compostos. Nas primeiras 71
fracOes, foi identificado apenas um tipo de espectro com comprimento de onda maximo na regido
de 275 nm. As 71 fracBes foram reconcentradas e encaminhadas para RMN e espectrometria de
massas.

Conclusao

Neste trabalho, foi selecionada a melhor mistura de solventes para extracdao dos componen-
tes polares da vinhaca, obtida na Usina Tereos. Por meio de concentragdo a vacuo, foi obtido um
extrato, que apds analise cromatografica foi caracterizado qualitativamente por meio de espectro-
fotometria UV-VIS. Foi possivel constatar pelo menos um analito, que merece investigacao para sua
caracterizacao estrutural. Por meio deste estudo, pretende-se analisar também os componentes da
vinhaca apds tratamento de destoxificacao usando biopolimeros derivados de biomassa.
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Caracterizacao quimica e avaliacao nematotodxica
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Resumo

Novos biocidas naturais, com principios ativos mais especificos e ambientalmente seguros, tém
sido estudados como uma forma de contrapor os efeitos ambientais negativos do uso de nematicidas
sintéticos de amplo espectro. As espécies pertencentes a familia Brassicaceae, tal como a Brassica cari-
nata, sao conhecidas por apresentarem diversos glicosinolatos em seus tecidos vegetais. Sendo assim,
a caracterizacdo quimica e a avaliagcdo do potencial nematotdxico dessas espécies sdo relevantes para
o potencial desenvolvimento de novos biocidas. Os extratos hidroetandlicos de B. carinata avaliados
forneceram bons rendimentos de extrativos. A variedade Nulet 400 apresentou menor nimero de
metabdlitos em comparacdo com a variedade NuCover STH100. Os extratos apresentaram acao nema-
tostatica expressiva. No entanto, o efeito nematicida da variedade Nulet 400 foi mais pronunciado em
relacdo ao da variedade NuCover STH100, provavelmente em razdao de uma maior concentracdo de
compostos ativos nessa amostra.

Termos para indexagao: Brassica carinata, metaboloma vegetal, nematicidas naturais, avalia-
¢do nematotdxica.

Introducgao

Os efeitos ambientais negativos do uso de nematicidas sintéticos de amplo espectro de atuagao
d3o impulso a busca por estratégias de controle de pragas agricolas que utilizem principios ativos
especificos e ambientalmente seguros. Entre as solucdes estudadas, diversos estudos na literatura
avaliam a utilizacdo de espécies Brassicaceae como cultura de rotacdo, adubo verde ou farinhas
desengorduradas de sementes no controle de pestes e patégenos do solo (Nicola et al., 2013; Curto
et al., 2016).

A familia Brassicaceae conta com mais de 3.500 espécies, dentre as quais encontra-se a Brassica
carinata. As plantas dessa familia apresentam, em seus tecidos vegetais, cerca de 200 glicosinolatos
que se diferenciam quanto a sua cadeia lateral organica: alifatica, aromatica ou heteroaromatica
(Curto et al., 2016). Esses glicosinolatos, quando em contato com a enzima enddgena mirosinase,
sofrem hidrélise, gerando cianetos organicos e isotiocianatos, compostos téxicos para um grande
numero de fitopatdégenos (D’Addabbo et al., 2020). Como a a¢do biocida de compostos ativos é
dependente do perfil e da concentracdo desses compostos, que por sua vez variam conforme as
espécies vegetais e os tecidos analisados, a caracteriza¢cdo quimica e a avaliacdo do potencial nema-
totéxico de diferentes espécies da familia Brassicaceae sdo relevantes para o desenvolvimento de
novos defensivos de origem renovavel.
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Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil quimico de extratos de B. carinata
e avaliar seu potencial nematotdxico contra juvenis de segundo estagio (J2) de Meloidogyne incognita,
também conhecido como nematoide-das-galhas. Este fitonematoide, um dos mais comuns no Brasil,
é responsavel por severas perdas nas culturas da soja, do algoddo, do café, do feijdo, do milho e da
cana-de-agucar, com perdas anuais estimadas em RS 15 bilhdes somente para a cultura da soja.

Materiais e métodos

Extracdo hidroetandlica - Esse processo foi avaliado em escala laboratorial empregando as va-
riedades comerciais NuJet 400 e NuCover STH100 de sementes de B. carinata (fornecedor: Nuseed).
As sementes foram secas até massa constante e foram moidas. Em sequéncia, as amostras passaram
por processo de extracdo hidroalcdolica (ndo detalhada por questdes de sigilo). Apds a extracdo, os
sobrenadantes foram filtrados por gravidade, rotaevaporados para a retirada do etanol, congelados
e liofilizados. A massa resultante apds processo de liofilizacdo foi utilizada para a determinacdo do
rendimento da extracdo (realizado em triplicata).

Atividade nematotoxica - Testes in vitro avaliaram a atividade nematotoxica dos extratos hi-
droetandlicos de B. carinata contra juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita obtidos a partir
de ovos extraidos de raizes de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum). Os testes foram realizados
em triplicata e utilizaram agua destilada e DMSO como controles negativos e etanol como contro-
le positivo. Inicialmente, foi preparada solugdo estoque (50 mg/mL) de cada amostra utilizando
DMSO para a solubilizagdo. Foram transferidos 20 uL de cada solugdo estoque para um microcubo
contendo: a) solugdo com 70 J2 e b) dgua destilada suficiente para completar 1 mL de solugao total.
Os microtubos foram homogeneizados e mantidos em temperatura ambiente sob protecao de luz.
Apds 48 horas, com auxilio de microscépio 6ético e camara de contagem de Peters, foi realizada a
contagem dos J2 paralisados. Em seguida, foi realizado o “teste de recuperagao”, com o objetivo de
verificar a atividade nematicida ou nematostatica dos extratos avaliados. As amostras foram centri-
fugadas de 650 a 700 x g com posterior retirada do sobrenadante e adi¢cdo sequencial de dgua para
enxague dos fitonematoides, processo que foi repetido por trés vezes para garantir a remogao dos
compostos nematicidas da solugdo. Por fim, os microtubos com fitonematoides foram mantidos
em temperatura ambiente por mais 24 horas. Ao término desse periodo, a partir de observacao
em microscépio 6tico, foram considerados mortos os fitonematoides que permaneceram paralisa-
dos (a¢do nematicida) e considerados paralisados os nematoides que recobraram a movimentagao
(acdo nematostatica).

Caracterizagdo quimica por UHPLC-PAD e UHPLC-HRMS/MS - Andlises por UHPLC-PAD foram
realizadas em coluna cromatografica Acquity UHPLC HSS-T3 RP18 (1,8 um, 2,1 mm x 150 mm) na
temperatura de 40 °Ce volume deinjecdo de 1 uL. O gradiente de separacao empregado foi composto
pelas fases mével: Al: H,0 + &cido trifluoroacético (TFA) 0,05% e B1: Acetonitrila + TFA 0,05%, com
tempo total de analise de 32 min. A varredura foi realizada no intervalo de 200 nm a 400 nm e em
quatro canais 2D (210 nm, 254 nm, 280 nm e 330 nm). Amostras também foram analisadas em
espectrometro de massas de alta resolucdo do tipo Q-TOF-MS MaXis 4G (Bruker), operado em
modo de ionizacdo positiva (ESI-(+)-MS/MS) e negativa (ESI-(-)-MS/MS). Os parametros instrumen-
tais utilizados foram tensdo capilar: 3.800 V; pressao do nebulizador: 4,0 bar; temperatura da fonte:
200 °C; e fluxo de gés N.: 9,0 L/min. A separacdo dos compostos foi realizada em UHPLC (Nexera X2,
Shimadzu) com coluna cromatografica de fase reversa HSS-T3 (2,1 mm x 150 mm, 1,8 um, Waters) e
temperatura de 40 °C. A fase movel consistiu de A: H,0 + 0,1% acido formico e B: acetonitrila + 0,1%
acido férmico. O sistema de eluicdo empregou programacdo em modo gradiente linear com tempo
total de 25 min., sendo iniciado com 100% da fase A e vazdo de 400 pL/min.
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Resultados e discussao

A extracdo hidroetandlica apresentou rendimento de 18,10 + 0,18% para a variedade comercial
Nulet 400 e 16,81 + 0,22% para a NuCover STH100. Esses resultados estdo proximos ao observa-
do para amostra de crambe (18,60 + 1,59%) e sdo inferiores a extracao hidroetandlica de canola
(24,37 £ 1,79%), espécies de Brassica avaliadas anteriormente pelo grupo. A avaliagdo de atividade
nematotodxica, por sua vez, indicou que ambas as amostras possuiam efeito nematostatico, apresen-
tando 100,00 + 0,00% e 98,81 + 2,06% de fitonematoides paralisados para os extratos das varieda-
des NuJet400 e NuCover STH100, respectivamente. O extrato de B. carinata Nulet 400, no entanto,
apresentou efeito nematicida mais pronunciado (98,06 + 1,81%) em comparagdo com o extrato de
B. carinata STH100 (80,20 * 8,65%).

Técnicas analiticas de caraterizacdo foram utilizadas na avaliacdo de metabdlitos com grupos
cromoéforos por UHPLC-PAD, revelando que os extratos hidroetandlicos das duas variedades comer-
ciais de B. carinata apresentavam complexa composi¢cdo quimica com inumeras bandas cromato-
graficas registradas nas andlises. A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos para as amostras
avaliadas em 210 nm. No entanto, cromatogramas dos extratos em 254 nm, 280 nm e 330 nm (ndo
mostrados) também foram levados em consideragdo para a avaliacdo do perfil quimico do material.
Os metabdlitos detectados eluiram majoritariamente na porgdo inicial dos cromatogramas (t, entre
1 min. e 11 min.), indicando que os extratos sdo compostos, em sua maioria, por moléculas polares.
Observou-se que o extrato da variedade Nulet 400 (Figura 1A) apresentou dois compostos majori-
tarios e muito intensos (A =210 nm, t_ = 1,441 min. e 7,560 min.). A avaliagdo do perfil espectral da
amostra (espectros UV ndo mostrados) indicou a ocorréncia de compostos fendlicos, aminoacidos,
flavonois e flavonas. Além disso, foram observados picos cromatograficos com perfil UV similar ao da
amina alcaloidal sinapina. J4 a variedade NuCover STH100 (Figura 1B) apresentou extrato com picos
cromatograficos menos intensos, mas com uma maior distribuicdo de metabdlitos, destacando-se
quatro compostos majoritarios (A = 210 nm, t.= 1,445 min., 7,550 min., 8,351 min. e 9,200 min.).
O perfil espectral dos picos cromatograficos eluidos sugeriu a ocorréncia de compostos fendlicos,
derivados do acido sinapilico, aminoacidos, flavonas e, como observado para a variedade Nulet 400,
picos cromatograficos com o perfil UV similar ao da amina alcaloidal sinapina.
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por UHPLC-PAD para os extratos hidroetandlicos das
sementes de Brassica carinata (A) Nujet 400 e (B) NuCover STH100 em 210 nm.

A caracterizacdo metabolémica por UHPLC-HRMS/MS do extrato hidroetanédlico das semen-
tes de B. carinata, variedade Nulet 400, detectou 29 picos pertencentes a ions precursores no
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modo positivo e 13 no modo negativo, apds os tratamentos de deconvolution e dissect (cromatogra-
mas nao apresentados). Esses ions precursores foram fragmentados e seus perfis de alta resolugao
foram contrastados com bancos de dados, o que resultou na indicagdo de compostos compati-
veis com o perfil de fragmentacdo observado. A Tabela 1 destaca alguns dos compostos atribuidos
putativamente.

Tabela 1. Metabdlitos identificados de forma putativa a partir de analises de UHPLC-HRMS/
MS para o extrato de sementes de B. carinata, variedade Nulet 400.

Modo positivo

1 0,680 175,1198 C,H, N0, Arginina
174,1120 C,H,N,0O,

2 0,710 133,0612 C,HN,O.* Asparagina
132,0535 C,H,N,O,

3 0,900 325,1159 C,H.N,O,’ Levofuraltadona
324,1070 C,H,N,O,

4 1,020 295,0964 C,H,.0,’ Dehidrocicloguanandina
294,0890 C,H,.0,

5 3,130 268,1040 CH,N.O, Adenosina
267,0970 C,,H.N.O,

Modo negativo

6 0,770 195,0513 CH,0; Acido glucénico
196,0580 C.H,0,

7 0,990 133,0140 C,H.O. Acido mélico
134,0215 C,H.O,

8 1,200 358,0280 C,,H,NOS, Sinigrina
359,0340 C,,H,NO.S,

9 1,710 358,0275 C,H,NOS Sinigrina
359,0340 C,,H,NO.S,

10 3,540 463,0486 C,H, N0, S, 4-Hidroxiglucobrassicina
464,0560 C,H, N0, S,

11 4,540 447,0539 C,H,N,O.S~ Glucobrassicina
448,0610 C,H,N,0.S,

A caracterizagdo metabolomica do extrato hidroetandlico das sementes de B. carinata, varie-
dade NuCover STH100, indicou 33 picos pertencentes a ions precursores no modo positivo e 18
no modo negativo, apds os tratamentos de deconvolution e dissect (ndo apresentados). Esses ions
precursores foram fragmentados e seus perfis de alta resolucdo foram contrastados com bancos de
dados, entre os quais destacam-se os compostos putativamente atribuidos na Tabela 2.

Em ambas as amostras, observou-se a presenca de aminoacidos e nucleosideos (entradas 1, 2 e
5 —Tabela 1; 2 e 3 —Tabela 2), compostos com acdo biocida reconhecida (entradas 3 e 4 — Tabela 1;
1 e 4 — Tabela 2), acidos carboxilicos (entradas 6 e 7 — Tabela 1; 5 e 6 — Tabela 2) e glicosinolatos e
seus derivados (entradas 8 a 11 — Tabela 1; 7 a 9 — Tabela 2). Também foram identificadas moléculas
com grupamentos cianeto. Destaca-se que a identificacdo do glicosinolato sinigrina para os extratos
de B. carinata esta de acordo com os estudos realizados por Curto et al. (2016).
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Tabela 2. Metabdlitos identificados de forma putativa a partir de analises de UHPLC-HRMS/
MS para o extrato de sementes de B. carinata, variedade NuCover STH100.

Modo positivo

266,1233 C_H N.O.*
0 11" '16 53 o_ i-Né- 5 i
1 0,800 265,1170 C.HN.O, 2'-Deoxi-N°¢-metiladenosina
268,1030 C.H NO*
4 100 14 574 i
2 2,990 2670970 COH.N.O, Adenosina
205,0982 C H.NO?
b 11 13 272 1
3 4,340 204,0900 C.H.N,O, Triptofano
486,1479 C.H N.O*
’ 23724 379 ici
4 6,420 4851430 CH.NO, Nocardicina D
Modo negativo
195,0515 CH O p
2 6 1177 i ANi
5 0,760 196,0580 CH.O, Acido glucbnico
133,0146 C,H.O. .
’ 4’575 H 4H
6 1,010 134.0220 CH.O, Acido malico
358,0285 C, H NO.S.-
7 1,200 ’ OIS Sinigrina
359,0340 C,H,NO.S,
358,0282 C. H NO.S. -
4 10" 16 972 ini i
8 1,700 359,0340 C,,H,NO.S, Sinigrina
463,0502 C._H_NO S-
2 16 19 27102 -Hi 1 ici
9 4,410 464,0560 CoHON,OLS, 4-Hidroxiglucobrassicina
Conclusao

Os extratos hidroetandlicos de B. carinata forneceram bons rendimentos em termos de seus
extrativos e respostas expressivas quanto ao efeito de paralisagcdo dos fitonematoides. Quanto ao
efeito nematicida, o extrato da variedade Nulet 400 foi mais efetivo em relagdo ao extrato da va-
riedade NuCover STH100. Do ponto de vista da composicao quimica, a variedade Nulet 400, em
comparagdo com a NuCover STH100, apresentou menor numero de metabdlitos que absorvem na
regido do ultravioleta, bem como menor quantidade de metabdlitos atribuidos por UHPLC-HRMS/
MS. No entanto, a analise metabolémica indicou maior variedade de glicosinolatos para o extrato
de B. carinata Nulet 400. Além disso, os metabdlitos majoritarios observados para essa amostra
sdo mais intensos, o que indica que estdao presentes em maior dose, e essa caracteristica pode ter
resultado em seu efeito nematicida mais pronunciado. Também foram identificados compostos que
apresentam inumeros relatos associados com suas fungdes bioldgicas, contribuindo para a agao ne-
matotoxica dos extratos avaliados.
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Influéncia da temperatura na oxidacao de lignina
kraft para a producao de acidos carboxilicos
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Yago Silva de Oliveira®, Anna Paula Garcia Nascimento?, Raquel Bombarda Campanha?, Larissa Andreani?, Clenilson
Martins Rodrigues®

Resumo

A lignina apresenta uma estrutura macromolecular interessante, levando a perspectivas de
utilizacdo desta matéria-prima na obtencdo de produtos de alto valor agregado. Este trabalho des-
taca a utilizacdo de lignina kraft para a obtencdo de acidos carboxilicos, que podem ser utilizados na
producdo de polimeros, produtos farmacéuticos, solventes, entre outros. O efeito da temperatura
na conversao de lignina, no rendimento e na seletividade dos acidos oxalico, citrico, malonico, succi-
nico e acético foi avaliado. Verificou-se incremento na conversdo de lignina com valores de até 96%
em temperaturas mais elevadas. O rendimento geral de acidos carboxilicos foi maior com o aumen-
to da temperatura reacional, enquanto a seletividade sofreu decréscimo nas mesmas condicdes,
indicando que altas taxas de conversao de lignina ndo estdo relacionadas, necessariamente, com a
maior especificidade de obtencdo de acidos carboxilicos. No entanto, foram observadas excecbes
para os casos de conversdo do acido succinico e, especialmente, para o 4dcido acético.

Termos para indexagao: lignina kraft, reacdo de oxidagao, acidos carboxilicos.

Introducgao

Aproximadamente 100 milhGes de toneladas de lignina sdo geradas por ano mundialmente,
das quais grande parte consiste em lignina residual proveniente de processos de producdo de pas-
tas celuldsicas e papel (Fabbri et al., 2023). Pelo fato de possuir alto poder calorifico, a lignina tem
sido empregada como matéria-prima na cogeracdo de energia na forma de eletricidade e vapor.
Entretanto, tendo em vista suas interessantes propriedades funcionais, a lignina oferece perspec-
tivas de utilizacdo na obtencdo de produtos de alto valor agregado, tais como compostos quimi-
cos renovaveis, ligantes, dispersantes, emulsificantes e sequestrantes (Quimica..., 2010). Dentre as
opcOes citadas, destaca-se a obtencdo de acidos carboxilicos como uma forma mais racional de se
agregar valor a cadeia de producdo dessa macromolécula aromatica. De forma geral, os acidos car-
boxilicos e seus derivados podem ser utilizados na producdo de polimeros, produtos farmacéuticos,
solventes, aditivos alimentares e produtos biocidas.

A maioria dos acidos carboxilicos é produzida por processos de oxidacao utilizando catalisadores
de sais metalicos, tais como Co, Mn, Fe e Cu, na presenca de oxigénio (O,) ou peroxido de hidrogénio
(H,0,) como agentes oxidantes. Embora processos de produgdo de acidos carboxilicos sejam bem
consolidados e estejam em fase de producdo industrial (Solmi et al., 2019), grande parte emprega
reagentes de origem petroquimica. No entanto, processos industriais sustentaveis que contribuam
com a utilizacdo da lignina na légica de biorrefinarias sdao ainda muito incipientes. A principal razao
é a complexidade da macromolécula de lignina e a ocorréncia de modificacdes nao seletivas duran-
te seu isolamento, tornando a matéria-prima heterogénea e recalcitrante (Hasegawa et al., 2011).

Graduado em Engenharia Quimica, Embrapa Agroenergia, yagoso97@gmail.com
2 Graduada em Engenharia Quimica, Embrapa Agroenergia, anna.nascimento@colaborador.embrapa.br
* Quimica, mestre em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Embrapa Agroenergia, raquel.campanha@embrapa.br
4 Quimica, doutora em Fisico-Quimica, Embrapa Agroenergia, larissa.andreani@embrapa.br
° Quimico, doutor em Quimica, Embrapa Agroenergia, clenilson.rodrigues@embrapa.br
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Portanto, é muito desafiador obter produtos quimicos de alto valor comercial a partir de lignina
altamente transformada. A literatura mostra que a conversao de lignina a acidos carboxilicos ainda é
obtida em rendimentos baixos a moderados. Por exemplo, Ma et al. (2014) apresentaram uma rota
de producdo de acidos carboxilicos a partir de lignina proveniente de biorrefinaria com rendimentos
de 14%, valor préximo ao obtido por Vega-Aguilar et al. (2021) para a oxidagao de lignina kraft.

Frente ao exposto, o projeto “Producdo renovavel de acidos carboxilicos por solvélise catalitica a
partir do reaproveitamento de lignina kraft industrial” (LIGNOXIACIDS) estuda rotas de producdo de
acidos carboxilicos a partir de lignina kraft, avaliando o efeito de pH, tempo, temperatura e catalisa-
dores na producdo desses compostos-alvo. Os resultados apresentados aqui sdo um excerto de uma
ampla etapa de screening de processos oxidativos de lignina executados no ambito desse projeto.

Materiais e métodos

Reagbes de oxidagao - A lignina kraft, cedida pela empresa Suzano, foi pesada, transferida
para frascos com tampa, solubilizada em NaOH 0,25 M (em proporgdo fixa) e mantida sob agita-
¢do em temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, a solucdo foi transferida para vasos do
tipo Hastelloy C276 e seu pH foi ajustado com H_SO, 2 M. Por fim, varias condi¢cBes de solvdlise
empregando H,O, foram avaliadas (ndo detalhadas por questBes de sigilo). Os vasos foram fecha-
dos e a agitacdo e o aquecimento do reator foram acionados. Cada vaso foi mantido por 1 hora em
cada temperatura estudada, a saber: 60 °C, 100 °C, 140 °C e 180 °C. Finalizado o tempo, o aqueci-
mento do reator foi interrompido e uma aliquota do meio reacional foi imediatamente separada
para a avaliacdo da conversdo de lignina por espectrofotometria no ultravioleta (UV). O restante da
amostra foi centrifugado e filtrado utilizando volume conhecido de dgua destilada para as etapas
de transferéncia e filtragem. Aliquotas dos filtrados foram retiradas para determinacado dos acidos
carboxilicos por HPLC-RID.

Conversao de lignina - As aliquotas do meio reacional foram solubilizadas em NaOH 0,25 M e
analisadas por espectrofotometria no UV em 240 nm (Cary 60, Agilent). A quantificagdo foi baseada
na curva de calibracdo feita com a lignina kraft solubilizada em NaOH 0,25 M.

Quantificagao dos acidos carboxilicos - Os acidos carboxilicos foram identificados e quantifica-
dos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando um cromatdgrafo Agilent 1290 Infinity,
equipado com detector de indice de refragao (RID) em coluna Aminex® HPX-87H (300 x 7,8 mm) com
pré-coluna (30 x 4,6 mm). A elui¢do isocratica com H,SO, 5 mM foi realizada a 45 °C por 40 min.,
com vazdo de 0,6 mL/min. e volume de inje¢do de 10 pL. Os acidos carboxilicos foram identificados
com base nos tempos de retengdo e os acidos oxdlico, citrico, mal6nico, succinico e acético foram
quantificados a partir das curvas de calibragdo preparadas com padr&es analiticos dos compostos de
interesse. As amostras foram previamente centrifugadas a 10.000xg por 10 min., e os sobrenadantes
foram injetados no sistema HPLC-RID.

Resultados e discussao

As reacoes, realizadas em vasos reacionais fechados, atingiram pressoes variadas para as rea-
cOes efetuadas em 60 °C, 100 °C, 140 °C e 180 °C, respectivamente. Verificou-se que a reacdo rea-
lizada a 60 °C possuia uma coloracdo mais préxima a da lignina original em comparacdo com as
demais reacdes, dando indicios de que as condic¢des utilizadas foram insuficientes para a oxidacao
completa da lignina.
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A conversdo de lignina apds as rea¢des de oxidacdo e os resultados de rendimento e seleti-
vidade obtidos estdo apresentados na Figura 1 (eixos esquerdo e direito, respectivamente). Fica
claro que a temperatura afeta a conversao de lignina, aumentando de 29,94% a 60 °C para 74,73%
a 100 °C e atingindo um plat6é de aproximadamente 96% de consumo da lignina inicial nas reagdes
a 140 °C e 180 °C. O efeito da temperatura na despolimeriza¢do de lignina pode ser explicado pela
maior liberacdo de radicais hidroxila do H,O, em altas temperaturas aumentando, em consequéncia,
o poder oxidante do perdxido de hidrogénio durante as reac¢des (Xiang; Lee, 2000).

100 25
75
50

25

Conversao de lignina (%)

w

Rendimento e Seletividade (%)

100 140 180

Temperatura (°C)

B conversiodelignina [l Rendimento Seletividade

Figura 1. Conversdo de lignina (ordenada a esquerda), rendimento e seletividade (ordenados
a direita) da oxidacdo de lignina kraft realizada em diferentes temperaturas.

Os meios reacionais foram analisados por HPLC-RID e, a partir dos tempos de retengdo (t.) dos
picos cromatograficos observados, foram identificados os acidos oxalico (t, = 6,847 min.), citrico
(t, = 8,168 min.), tartarico (t, = 8,712 min.), malico (t, = 9,721 min.), maldnico (t, = 10,087 min.),
succinico (t, = 11,981 min.), formico (t, = 14,104 min.), fumarico (t, = 14,672 min.), acético
(t, = 15,388 min.) e levulinico (t, = 16,612 min.). Destaca-se, ainda, a ocorréncia de picos que
ndo puderam ser identificados por HPLC-RID e que serdo investigados futuramente por outras
técnicas de caracterizacdo. Dos acidos carboxilicos identificados, os acidos oxalico, citrico, malonico,
succinico e acético apresentaram comportamento interessante frente ao aumento da temperatura
de oxidacdao. Optou-se, portanto, por realizar a quantificacdo desses cinco acidos carboxilicos.

A Figura 1 (eixo direito) apresenta o rendimento total dos acidos carboxilicos quantificados em
relacdo a quantidade de lignina inicialmente adicionada a reacdo. Observou-se aumento no rendi-
mento de 7,28% para 11,96% quando a temperatura reacional aumentou de 60 °C para 100 °C. No
entanto, a partir dessa temperatura, ndo foi observada alteracao pronunciada no rendimento total
de acidos carboxilicos. A Figura 1 (eixo direito) também apresenta a seletividade, calculada com o
objetivo de avaliar quanto da lignina convertida resultou em acidos carboxilicos previamente identi-
ficados. Verificou-se que com o aumento da temperatura e do grau de conversdao houve reducao na
seletividade, ou seja, o maior grau de conversao de lignina ndo resulta em maior obtencdo de acidos
carboxilicos, tendo em vista que outros fragmentos de baixa massa molar também s3ao formados
(Vega-Aguilar et al.,2021).

A Figura 2A apresenta o rendimento de cada um dos acidos quantificados. O acido oxalico mante-
ve rendimento relativamente constante de cerca de 3,5% nas reacdes realizadas entre 60 °C e 140 °C.
Porém, a 180 °C, seu rendimento reduziu-se a zero. O acido citrico apresentou rendimento bastante
baixo, menor que 1%, e apenas para as reacdes feitas a 60 °C e 100 °C. O rendimento de acido malbnico
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aumentou de 1,53% para 2,59% quando a temperatura aumentou de 60 °C para 100 °C. No entanto,
para as temperaturas mais elevadas, nao foi detectada a presenca desse acido. O acido succinico, ao
contrario, ndo foi formado na reacdo mais branda. Porém com o aumento de temperatura passou de
0,85% para 2,28% quando a temperatura reacional aumentou de 100 °C para 180 °C. Incremento ex-
pressivo foi observado para o rendimento de acido acético com o aumento de temperatura, que partiu
de 1,39% a 60 °C para 9,26% a 180 °C.
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Figura 2. Rendimento (A) e seletividade (B) de acidos carboxilicos apds reagdes de
oxidagdo de lignina kraft em diferentes temperaturas, em que: (m) acido oxalico; (e)
acido citrico; (A ) acido maldnico; () acido succinico; e (V) acido acético.

A Figura 2B detalha a seletividade das diferentes reacGes de oxidacdo para cada um dos acidos
carboxilicos em relacdo a quantidade de lignina convertida. Destaca-se que, a 60 °C, o acido oxalico
possuia seletividade relevante, de cerca de 12%, indicando que parte consideravel da lignina oxida-
da estava sendo convertida em acido oxdlico. Com o aumento da temperatura reacional, foi obser-
vada reducdo na seletividade para este acido. Efeito diverso foi observado para o acido acético, que
apresentou aumento na seletividade com o aumento de temperatura, atingindo aproximadamente
10% quando aplicada a temperatura reacional de 180 °C. As diferencas nos valores de seletividade e
rendimento de acidos carboxilicos observadas neste estudo dado indicativos de que é possivel modu-
lar as condicOes reacionais para a obtencao de determinados acidos carboxilicos de interesse.

Conclusao

As reacOes de oxidacdo de lignina kraft realizadas em pH especifico por 1 hora e na auséncia
de catalisadores indicaram que a conversao de lignina, nas condi¢des avaliadas, aumentou com o
aumento de temperatura, assim como o rendimento geral dos acidos carboxilicos quantificados. A
seletividade, por sua vez, reduziu com o aumento de temperatura e o consequente grau de con-
versdo de lignina. O somatdrio do rendimento dos acidos carboxilicos quantificados atingiu o valor
maximo de 12,85% a 140 °C, valor proximo aos encontrados na literatura para este tipo de processo.
A seletividade e o rendimento de cada um dos acidos carboxilicos indicou que é possivel modular as
condicdes reacionais para a obtencado de acidos carboxilicos de interesse em maior quantidade. A
atribuicdo dos picos, efetuada por HPLC-RID, sera confirmada por outras técnicas cromatograficas,
bem como a caracterizacdao de picos cromatograficos que nao foram identificados pela técnica des-
crita neste trabalho.
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Obtencao de acido acrilico a partir de
acido latico utilizando zedlitas ZSM-5
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Anna Paula Garcia Nascimento?, Emerson Leo Schultz?, Diogo Keiji Nakai?, Itdnia Pinheiro Soares*

Resumo

A industria do petréleo é a maior produtora de acido acrilico e seus precursores. O acido acrili-
co, ou acido propenoico, possui elevado volume de producdo, sendo utilizado principalmente para
producdo de poliacrilato. Com o advento das biorrefinarias, o desenvolvimento de produtos renova-
veis vem sendo bastante discutido, ganhando visibilidade e propondo matérias-primas alternativas
e sustentaveis para a obtencdo do acido acrilico. Dessa forma, uma das possiveis rotas disponiveis
para estudo é a semissintética, que ocorre a partir da obtencdo do acido latico, por via fermentativa,
e desidratacdo do acido latico por rota quimica. O acido latico ou acido 2-hidroxipropandico, além
de ser o acido organico de maior ocorréncia na natureza, pode ser obtido de uma variedade de
bioprodutos, e possui ampla faixa de aplicacdo industrial. Neste trabalho foi tratada apenas a con-
versdo do acido latico em acido acrilico. Para tanto, foram preparados dois catalisadores utilizando
a zedlita ZSM-5 modificadas com fosfato, onde os catalisadores modificados apresentaram grande
potencial para transformar o acido latico em acido acrilico.

Termos para indexagdo: acido latico, dcido acrilico, desidratacdo.

Introducao

O 4acido acrilico (AA) ou acido propenoico é uma commodity de grande relevancia no cendrio
industrial, sendo essencial para a producdo de ésteres e polimeros com diversas aplica¢cdes, como
na fabricacdo de adesivos, aditivos de tinta e produtos téxteis (Feng et al., 2014). O acido pode so-
frer polimerizacdo, gerando principalmente os polimeros superabsorventes utilizados na construcdo
e na industria de cosméticos. O AA é obtido a partir de processos petroquimicos, principalmente
por oxidacdo parcial do propeno, gerando diéxido de carbono e acido acético em reagdes paralelas
(Sobus; Czekaj, 2022). Existe também a possibilidade de obtencdo do AA por rota semissintética a
partir da desidratacdo do acido latico, obtido por via fermentativa de biomassas e seus derivados.
Dentre varios derivados de biomassa, o glicerol aparece como alternativa interessante para a pro-
ducdo do acido latico. O glicerol é um coproduto da producdo de biodiesel, representando em torno
de 10% da massa de 6leo utilizada na transesterificacdo. Do ponto de vista econdmico, é uma molé-
cula bastante relevante para ser utilizada como plataforma de obtencdo de outros compostos, além
das diferentes rotas que podem ser exploradas e da economia de carbono, no caso da obtencdo do
acido latico (Dos Santos et al., 2019).

A conversdo do acido latico em acido acrilico é realizada na fase gasosa usando catalisadores
heterogéneos. A reacdo quimica que resulta no acido acrilico é a desidratacdo. Entretanto, reacdes
secunddrias ocorrem, como a descarbonilacdo e a descarboxilacdo, que resultam em acetaldeido;
a condensacdo, que forma 2,3-pentanodiona; a hidrogenacdo (hidrogénio produzido durante a rea-
¢do), que produz o acido propidnico; e a autoesterificacdo, que resulta em dilactideo. Dentre os
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catalisadores heterogéneos empregados no processo, estdao zedlitas modificadas, hidroxiapatitas,
fosfatos e sulfatos (Bonnotte et al., 2018; Zhang et al., 2017; Li et al., 2019; Nekkala et al., 2022;
Dongare et al., 2015; Peng et al., 2014).

A desidratacdo catalitica do acido latico comercial (solucdo 40%) foi realizada por Sobus e
Czekaj (2022), usando zedlitas modificadas com Sn, Co, Cu e Fe, obtendo-se rendimento préximo
de 60% em acido acrilico. Zhang et al. (2008) exploraram a desidratacdo catalitica do acido latico
utilizando como catalisador uma mistura de sulfatos e fosfatos como promotores m(CaSO,)/m(Cu-
SO,)/m(Na,HPO,)/m(KH,PO,). Obtiveram, assim, uma seletividade de 63,7% em &cido acrilico, par-
tindo de uma solucdo 26% de acido latico.

No presente trabalho, foram testadas zedlitas ZSM-5 fosfatadas na desidratagao de duas solu-
¢Oes de acido latico: uma solugdo comercial de acido latico 8,5% e uma solugdo preparada, simulan-
do os componentes obtidos em rota fermentativa de glicerol para obtenc¢do de acido latico.

Materiais e métodos

Preparo dos catalisadores para obtenc¢ao do acido acrilico

Preparo de Na-ZSM-5: a troca iénica da zedlita comercial NH,-ZSM-5 (Zeolyst International,
com razdo Si/Al = 50) foi realizada usando-se solugdo aquosa de NaNO,, sob agitagdo por 24 horas
em temperatura ambiente, seguida por filtracao, lavagem com 4gua destilada, secagem em estufa a
105 °C, moagem e calcinacdo a 550 °C por 4 horas.

Preparo das zedlitas Na-ZSM-5 impregnadas com fosfatos (KH,PO,-ZSM-5 e NaH,PO,-ZSM-5): a
zedlita foi impregnada com Na,HPO, e KH_PO, usando-se solu¢des aquosas Na,HPO,-2H,0 e KH,PO,
preparadas para obtencdo de 14% dos sais no catalisador. As zedlitas foram adicionadas as solucdes
e as misturas foram agitadas a 60 °C por 4 horas. O sélido foi filtrado e seco em estufa a 105 °C,
moido e calcinado a 550 °C por 4 horas.

Caraterizagao dos catalisadores

A drea superficial especifica pela equacdo de Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Thommes et al.,
2015), o diametro e o volume de poros dos catalisadores foram obtidos utilizando-se um analisador
Micromeritics, ASAP 2020 Plus, usando-se N, a -196 °C como adsorbato.

Testes cataliticos

A desidratacao de acido latico foi realizada em reator tubular de leito fixo de ago inoxidavel,
da marca PID Eng&Tech, com diametro de 9,1 mm e comprimento de 300 mm. Foram utilizadas
duas solucdes. Uma solucdo aquosa comercial (8,5% de acido latico) e uma solucdo de acido latico
preparada com os seguintes constituintes: acido succinico 0,3 g L, acido latico 48 g L?, acido acé-
tico 6 g L' e etanol 8 g L. O catalisador foi colocado dentro do reator, sobre uma camada de |3 de
quartzo mantida em um suporte. O reator foi aquecido a 350 °C, em fluxo de argonio (30 mL min?) e
mantido nessa temperatura até o tempo total de 60 min. Em seguida, o fluxo de argonio foi diminui-
do para 15 mL min™ e a solucdo de acido latico foi bombeada por uma bomba HPLC em um fluxo de
0,05 mL min*; ao entrar em contato com ambiente reacional, a solugdo foi vaporizada, alcangando
o catalisador. Esse processo reacional se deu durante 180 minutos. O produto da reacdo foi conden-
sado e coletado durante a reacdo, sendo armazenado em geladeira apds a reacao.

Identificagdao dos produtos

O estudo empregou a técnica de cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC) com
detector de arranjo de fotodiodos (PDA). O equipamento utilizado foi o Acquity UPLC, da fabricante
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Waters, com a coluna ACQUITY UPLCHSS T3 de 100 mm e pré-coluna ACQUITY UPLC HSS T3 VanGuard
de 5 mm. A fase mdvel consistiu em acido fosférico 0,125% (fase A) e metanol (fase B), com um
gradiente de eluicdo que variou de 0 minuto a 1,5 minuto com 100% da fase A; de 1,5 minuto a
5 minutos, modificando linearmente até 95% da fase A e 5% da fase B; de 5 minutos a 8 minutos,
modificando linearmente até 75% da fase A e 25% da fase B; de 8 minutos a 9 minutos com 75% da
fase A e 25% da fase B; e de 9 minutos a 15 minutos com 100% da fase A. A temperatura da coluna
foi mantida a 30 °C, a leitura do detector foi realizada em 210 nm e a vaz3o foi de 0,3 mL min™. O
software utilizado para controle e processamento dos dados foi o Empower 3. As amostras foram
mantidas a 10 °C e analisadas, sem diluicdo prévia.

Resultados e discussao

A avaliacdo das propriedades texturais das zedlitas modificadas e da zedlita original comercial
foi realizada usando-se N, a -196 °C. Os resultados da area superficial, o volume e os diametros de
poros sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacgdo dos catalisadores quanto a area superficial, ao volume e ao diametro de poros.

KH,PO,-ZSM-5 203,97 0,13 25,8
NaH,PO,-ZSM-5 252,39 0,16 25,0
ZSM-5 389,67 0,25 25,8

Observa-se que as zedlitas fosfatadas apresentaram menor area superficial e menor volume
de poros que a Na-ZSM-5, o que também foi verificado em zedlitas NaY modificadas com Na,HPO,
(Zhang et al., 2014). Ja no diametro de poros, ndo houve alteragdo, provavelmente porque KH,PO, e
NaH,PO, devem ter sido depositados em todo o poro da zedlita comercial e ndo como uma camada
superficial do poro, diminuindo o volume dos poros, sem diminuir o didametro. Quando comparadas
entre si, houve apenas uma pequena variacdo entre as zedlitas fosfatadas.

Os resultados de conversdo de acido Iatico e rendimento em dacido acrilico utilizando as duas
zedlitas fosfatadas, solugcdao comercial e solucao simulada da fermentagdo sdao apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Resultados da conversao de acido latico e rendimento em acido acrilico.

KH2PO4- 95 6,64 96 7,22
NaZSM-5
NaH2PO4- 97 7,84 97 25,99
NazZSM-5

Observa-se que ndao houve grande varia¢cdao na conversao do acido latico nem entre as zedlitas
e nem entre os tipos de solugdo. No entanto, o rendimento utilizando a zedlita NaH,PO,-NaZSM-5
na solugao comercial foi bastante superior. Como na rea¢ao sao formados outros produtos, o rendi-
mento é o parametro de maior importancia a ser observado nas reagées.
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Conclusao

O resultado evidencia que pequenas modificacdes na estrutura da zedlita podem impactar no
rendimento da reacdo, favorecendo a desidratacdo do acido latico em acido acrilico. Houve uma
gueda de rendimento quando se utilizou a solug¢do simulando o produto da fermentacao do glicerol
para producdo de acido latico, sinalizando que os componentes presentes na solugdo interferem no
rendimento da reacdo, possivelmente competindo para obtencdo de outros produtos. Dessa forma,
€ importante que o produto obtido da fermentacdo do glicerol passe por uma etapa de purificacdo
antes da reacdo quimica de desidratacao do acido latico.
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Preparacao e caracterizacao quimica de extratos
brutos de Crotalaria juncea e Crotalaria ochroleuca
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Jeniffer Gomes Feitosa’, Larissa Andreani?, José Antonio de Aquino Ribeiro® Clenilson Martins Rodrigues*

Resumo

Entre as vertentes que promovem a bioeconomia, estdo o estudo e o desenvolvimento de
bioinsumos com a capacidade de substituir produtos petroquimicos prejudiciais a saide e ao am-
biente. A utilizacdo de produtos naturais ricos em metabdlitos secundarios como agentes de contro-
le de pragas é um dos exemplos da aplicacdo dos bioinsumos. Destaca-se que algumas espécies da
familia Fabaceae sdo utilizadas como adubo verde e apresentam uma vasta quantidade de metabo-
litos secundarios com propriedades antimicrobianas e biocidas interessantes. Sendo assim, este tra-
balho teve como objetivos a preparacdo de extratos aquosos e hidroalcodlicos de Crotalaria juncea
e Crotalaria ochroleuca a partir de diferentes fracdes do material moido e a avaliagcdo do seu perfil
guimico. Os extratos foram obtidos, em sua maioria, em rendimentos superiores a 15% e houve
diferenca estatistica significativa quando a biomassa foi tamisada e segregada antes da prepara-
cdo dos extratos. Nos extratos produzidos, foi verificada a presenca de aminoacidos, nucleotideos,
flavonoides, alcaloides e derivados de acido hidroxicindmico, indicando que as espécies estudadas
possuem potencial para utilizacdo como ingredientes de formula¢des biocidas.

Termos para indexagdo: Crotalaria spp., metabdlitos secunddrios, bioinsumo.

Introducao

Os metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos produzidos por organismos vivos, como
plantas, animais, fungos e microrganismos, e que nao estao diretamente envolvidos em seu cresci-
mento e desenvolvimento. Estima-se que mais de 100.000 deles sejam produzidos por plantas, e mui-
tos desses compostos tém sido alvo de grande interesse para a medicina, indUstria alimenticia, agri-
cultura e outras dreas de pesquisa, principalmente por a suas caracteristicas benéficas (Pérez-Alonso
et al., 2011). Na agricultura, os metabdlitos secundarios podem ser explorados no desenvolvimento
de pesticidas naturais a partir da selecdo de plantas que apresentam maiores teores de metabdlitos
secundarios com atividade bioldgica.

Diversas espécies de leguminosas, pertencentes a familia Fabaceae, sdo consideradas plantas
antagonistas e utilizadas como bioinsumos: nematicida natural e adubo verde. O género Crotalaria
é considerado um dos maiores desta familia, contando com 690 espécies espalhadas por regides de
clima tropical ou semitropical. No continente americano, sdao conhecidas 74 espécies, 59 endémicas
e 35 de ocorréncia na América do Sul (Mauad et al., 2019). A atividade antagbnica de espécies como
Crotalaria juncea foi comprovada no controle de fitonematoides, podendo assim favorecer grandes
planta¢des que se encontram comprometidas em razdo dos elevados niveis populacionais desses
fitoparasitas (Schwan, 2003).

* Graduanda em Quimica, Universidade de Brasilia, jeniffer.feitosa@colaborador.embrapa.br
2Quimica, doutora em Fisico-Quimica, Embrapa Agroenergia, larissa.andreani@embrapa.br
*Farmacéutico, mestre em Ciéncias Farmacéuticas, Embrapa Agroenergia, jose.ribeiro@embrapa.br
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Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o rendimento de extragao e composi¢ao
quimica de extratos preparados a partir de C. juncea e C. ochroleuca, correlacionando com modelos
distintos de extracdo e com o tamanho da biomassa empregada nos processos extrativos. Dessa
forma, as informacgdes desses resultados podem favorecer a sua futura utilizagdo em formulagdes
nematicidas e/ou no desenvolvimento de novos produtos agroecoldgicos.

Materiais e métodos

Sementes de C. juncea e C. ochroleuca (Sementes Pirai Ltda.) foram secas até massa constan-
te, moidas e tamisadas em agitador de peneiras vibratorio. As particulas foram separadas nas se-
guintes faixas de tamanhos: integral (material triturado nao tamisado), >850 pum, 849 um—425 um,
424 uym—-300 pum, 299 um-250 um e <250 um. Em sequéncia, as amostras passaram por processos
de extracdo padronizados (proporg¢ado biomassa/solvente mantidos), sendo empregadas quatro con-
dicdes distintas (refluxo aquoso, refluxo aquoso acidificado, percolacdo hidroalcodlica e agitacdo
hidroalcodlica), as quais ndo serao detalhadas por questdes de sigilo. Apds as extracdes, as solucdes
resultantes foram rotaevaporadas (no caso de extracdes hidroalcodlicas), congeladas e liofilizadas.
Todas as extracGes foram realizadas em triplicata. O rendimento dos processos de extracdo foi cal-
culado considerando a massa inicial de sementes moidas usadas e a massa do extrato bruto obtido.
A andlise estatistica foi realizada a partir da média + desvio padrdo dos dados de rendimento dos
processos extrativos/tratamentos, efetuando-se analise de varidncia one-way (ANOVA), seguida do
teste de Tukey. Em todas as andlises, foi selecionada a probabilidade de erro inferior a 0,05% (crité-
rio para a significancia).

Analises cromatograficas - A Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia (UHPLC) foi empre-
gada na avaliacdo do perfil cromatografico dos extratos obtidos. Os compostos separados foram
avaliados e monitorados com o detector de arranjo de fotodiodos (PAD) com varredura na faixa
espectral de 200 nm a 400 nm. Aliquotas de 1 pL das amostras foram injetadas nas seguintes con-
dicGes: coluna de fase reversa Acquity UPLC HSST3 1,8 um, 2,1 mm x 150 mm; vazdo: 0,400 mL/
min; temperatura da coluna: 40 °C; modo de elui¢do: gradiente composto pelas fases mdveis: a)
H,0/0,1% TFA; b) Acetonitrila/0,1% TFA; curva gradiente: 5%-55% B (0,0 min—15,0 min, linear),
55%—100% B (15,0 min—18,0 min, linear), 100% B (18,0 min—20,0 min, isocratico), 5% B (20,0 min—
25,0 min, reequilibrio, isocratico).

Resultados e discussao

Para C. juncea, a Figura 1 apresenta os valores médios dos rendimentos obtidos para cada tipo
de processo de extracdo e a andlise de variancia, aplicada intratratamentos, indica que ha diferenca
estatistica notavel apenas no grupo de tratamentos do processo de extracdo por refluxo aquoso.
Nessa condicdo, a extracdo que empregou particulas das sementes de C. juncea com tamanho <
250 um forneceu o maior rendimento (40,85 + 2,12%) dentro do conjunto de tratamentos. No
processo de extracdo por agitacdo, é provavel que o elevado coeficiente de variacdo obtido para o
tratamento com as sementes de C. juncea com tamanho integral tenha impedido a diferenciagao
estatistica, o que serd revisado futuramente.

7

/7

—
>
=
@)
=
L
o
<
O
=
)
d




[Jintegral
1 >850 Im -
70 -l 849-425 [m
XX 424-300 Om
= 299-250 [m
60 1= <250 im

Rendimento (%)

]

SO
‘L'A‘

SRLKS

R

RS

Refluxo Aquoso Refluxo Acidificado Percolagao Agitagéo

Figura 1. Rendimentos de extratos brutos de C. juncea. Letras distintas indicam diferenca estatistica.

De forma analoga, para C. ochroleuca os resultados estatisticos, ilustrados na Figura 2, eviden-
ciam que dois modelos de extra¢do se destacaram e apresentaram resultados que diferem estatisti-
camente dos demais. No processo de extragdo por refluxo aquoso, os tratamentos que empregaram
as sementes de C. ochroleuca com tamanhos de particulas de 299 um—250 um e < 250 um foram
0s que apresentaram os maiores valores de rendimento (37,37 £ 3,23% e 39,00 + 2,49%, respecti-
vamente) e eles diferem estatisticamente dos demais intratratamentos. No caso do processo de ex-
tracdo por refluxo aquoso acidificado, fica evidente a seletividade de extracdo dos metabdlitos para
as sementes de C. ochroleuca com tamanho de particula > 850 um, tratamento que fornece o maior
valor de extrativos recuperados (40,03 + 3,36%), sendo que este resultado difere estatisticamente
dos demais intratratamentos (Figura 2).
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Figura 2. Rendimentos de extratos brutos de C. ochroleuca. Letras distintas indicam diferenca estatistica.

Embora haja intratratamentos para os processos de extracao por percolagdo e por agitacao
qgue se diferenciem estatisticamente, os valores de extrativos recuperados sdao menos eficazes
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(7,89 £ 0,59% a 28,00 £ 10,29%) que aqueles observados para os processos envolvendo refluxo
aquoso e refluxo aquoso acidificado. Muito provavelmente serdo processos preteridos em fases
de escalonamento, tendo em vista que recuperam menor quantidade dos metabdlitos de interes-
se. Para ilustrar a composi¢ao quimica, os perfis cromatograficos dos extratos de C. juncea e C.
ochroleuca foram comparados, e as Figuras 3 e 4 ilustram os resultados obtidos com os extratos
preparados a partir de material integral e avaliados por UHPLC/PAD.

A partir do perfil cromatografico da C. juncea (Figura 3) é possivel notar que ha eluicdo de
compostos ao longo de toda faixa de separacdo, o que indica a ocorréncia de compostos com va-
riada polaridade. No comparativo entre os cromatogramas nota-se grande similaridade dos perfis,
sendo as principais diferencas de ordem quantitativa, ou seja, intensidade dos picos eluidos entre
os diferentes extratos. A Unica excecdo nesse caso foi a ocorréncia de dois picos cromatograficos
(tR=4,700 min e 4,900 min) que ocorrem apenas no extrato obtido pelo processo de refluxo aquoso.

Em C. juncea, os dados espectrais de UV indicam a ocorréncia de aminoacidos (t, = 1,384 min),
nucleotideos como a guanosina (t, = 0,742 min; 8,180 min e 8,469 min), substancias contendo feni-
lalanina (t.= 1,432 min), flavonoides (t, = 3,149 min; 3,234 min; 3,487 min e 15,556 min), alcaloides
(t, = 3,681 min) e derivados do &cido hidroxicinamico (t,= 4,204 min; 6,274 min e 8,469 min). Todas
essas classes de metabdlitos foram observadas em estudos preliminares realizados pelo grupo
(Melo et al., 2021).
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por UHPLC/PAD (290 nm) para extratos
das sementes de C. juncea usando a granulometria integral.

Quanto aos perfis cromatograficos de C. ochroleuca (Figura 4), observa-se que a intensidade
dos compostos é muito maior do que aquela observada nos perfis de C. juncea (Figura 3), o que
indica haver maior teor desses compostos nos respectivos extratos de C. ochroleuca. Embora haja
muita semelhanca entre os perfis cromatograficos, percebe-se ainda que os compostos mais apola-
res, eluidos entre t_ = 13,500 min e 15,000 min, ndo ocorrem nos extratos de C. ochroleuca (Figura 4)
como ocorrem em C. juncea (Figura 3). A Unica diferenca observada foi para o pico eluido em t_ =
3,110 min, exclusivo para o extrato obtido pelo processo por refluxo aquoso.
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Figura 4. Cromatogramas obtidos por UHPLC/PAD (290 nm) para extratos das
sementes de C. ochroleuca usando a granulometria integral.

Na avaliacdo dos espectros de UV de C. ochroleuca, é possivel verificar que ha a ocorréncia das
mesmas classes quimicas citadas para a C. juncea. Na faixa de t, = 0,00 min a t_= 3,00 min, estdo
destacados os compostos quimicos mais polares, sendo identificada em t_ = 0,575 min; 0,660 min;
0,784 min e 0,869 min a presenca de alcaloides. Em t_ = 0,997 min, 1,207 min e 5,007 min, foram
identificadas substancias similares a fenilalanina; derivados do nucleotideo guanosina foram suge-
ridos em t_ = 1,335 min; e absorgdo UV compativel com a classe de flavonoides foi observada em t_
=4,879 min; 4,964 min; 5,724 min; 6,949 min; 6,992 min e 8,384 min. Também foram identificados,
emt = 1,459 min; 1,587 min; 3,909 min; 4,374 min; 4,922 min; 5,599 min; 6,359 min; 6,569 min;
6,612 min e 7,119 min, derivados do acido hidroxicinamico e, em t_ = 4,460 min, foi observado es-
pectro UV compativel com o aminoacido triptofano.

Conclusao

Os extratos de C. juncea e C. ochroleuca apresentaram, de maneira geral, maiores rendimentos
para as extracgoes realizadas pelos processos com refluxo aquoso e refluxo aquoso acidificado. A ava-
liacdo dos rendimentos obtidos indicou que ha diferenca estatistica entre os intratratamentos que
forneceram as melhores respostas de recuperacao de extrativos. A comparacao dos perfis cromato-
graficos revelou que C. ochroleuca apresenta um conjunto maior de metabdlitos eluidos no interva-
lo de t, entre 0,045 min e 10,000 min. Esses metabolitos também sdo mais intensos do que aqueles
observados nos perfis cromatograficos de C. juncea, sugerindo que seus teores sejam maiores nos
extratos de C. ochroleuca. Essas informacdes indicam que a C. ochroleuca pode ser a espécie mais
promissora para etapas futuras.
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Acido oxalico aumenta a solubilizagdo de
potassio de biocarvao de lodo de esgoto
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Resumo

O biocarvao de lodo de esgoto (BLE) tem sido apresentado como um melhorador do solo
capaz de substituir fertilizantes convencionais. Por possuir altos teores de P, N, Ca e Zn, o BLE pode
ser considerado um fertilizante multinutriente. Entretanto, o BLE apresenta baixos teores de K,
predominantemente em formas quimicas de dificil disponibilizacdo. Uma possivel alternativa para
aumentar a eficiéncia do BLE como fornecedor de K seria o seu tratamento com acidos organicos. O
acido oxalico tem se destacado pela sua eficiéncia em solubili zar K de agrominerais. Considerando
que o BLE apresenta formas quimicas diversas de K, o presente estudo busca entender o efeito do
acido oxalico na solubilizacdo de K presente em BLEs produzidos em diferentes temperaturas de
pirdlise (300 °C (BLE300) e 500 °C (BLE500)). Os BLEs foram incubados em solugdes de acido oxalico
em diferentes concentrac¢des (0,33 mol/L; 0,67 mol/L e 1 mol/L). Apds cada tempo de incubagdo
(3 horas, 12 horas, 24 horas, 2 dias, 5 dias, 7 dias e 10 dias), o BLE foi separado das solucdes por
meio de filtragem. Os resultados indicaram que o acido oxalico aumenta a solubilizacdo de K dos
biocarvoes. Na maior concentracao, o acido oxalico solubilizou cerca de cinco e sete vezes mais K
presente no BLE300 e BLE500, respectivamente, comparados ao controle (em agua). Os resultados
também mostraram que a reacdo acontece de forma rapida e a maior parte da liberacdo de K acon-
tece logo nas trés primeiras horas. Portanto, conclui-se que o acido oxalico foi eficiente em liberar
K dos BLE, aumentando assim o potencial fertilizante dos biocarvées. Estudos devem ser realizados
para entender a a¢do do acido oxalico na liberagdo de K de BLE no sistema solo-planta.

Termos para indexagao: biochar de lodo de esgoto, solubilizagdao de potassio, acido oxalico.

Introducao

A crise alimentar causada pelo acelerado aumento da populacdo, aliada as alteracées climati-
cas e aos problemas geopoliticos, causa uma pressao sobre recursos disponiveis no solo. A produ-
cdo de alimentos é predominantemente obtida pela fertilizacdo dos solos. Porém, quando utilizados
de maneira inadequada, os fertilizantes convencionais sdo facilmente perdidos por causa de escoa-
mento superficial, lixiviacdo e volatilizacdo por sua alta solubilidade, e podem causar problemas
ambientais, como a eutrofizacdo em aguas superficiais e subterraneas (Wang et al., 2023). Como
alternativa aos fertilizantes convencionais, diversos insumos de origem organica tém sido utilizados
na agricultura. O biocarvao tem sido visto como uma op¢do de grande potencial para aumentar a
qualidade do solo e, consequentemente, a producdo agricola (Singh et al., 2022).
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O biocarvao é o produto sélido da pirélise, que é o tratamento termoquimico de biomassas
ricas em carbono (C). Entre as matérias-primas utilizadas, o lodo de esgoto (LE) possui alto potencial
para se transformar em fertilizante sustentavel apds a pirélise (Figueiredoet al., 2017). O biocarvao
de LE (BLE) é livre de patdgenos, rico em C, nitrogénio (N), fésforo (P), cdlcio (Ca) e zinco (Zn), contu-
do, possui niveis baixos de potdssio (K). O K é um nutriente soltvel em agua, sendo pouco incorpo-
rado a fase sélida do LE (Kirchmann et al., 2017; Fachinil et al., 2022).

Um mecanismo crucial para a liberacdo dos nutrientes do biocarvao no solo é a presenca dos
acidos organicos de baixo peso molecular. Contudo, tal libera¢do ainda é pouco conhecida (Zhang
et al., 2020). Os acidos organicos de baixo peso molecular estdo geralmente presentes na rizosfera,
possuem um grande papel na melhoria das condi¢des quimicas e fisicas do solo, e suas principais
fontes sdo os exsudados de raizes de plantas, decomposicdo de matéria organica e metabdlitos mi-
crobianos (Liu et al., 2017; Zhang et al., 2020).

As estruturas de K presentes no BLE, em sua maioria, estdo na forma de sais e minerais
(Liu et al., 2017), de dificil solubilizagdo. O acido oxalico apresenta grande potencial na liberagao
de K. Estudos anteriores mostram que esse acido tem grande efeito na liberagao tanto de K como
de P presentes em rochas (Mendes et al., 2020; Duarte et al., 2021). Em razdo da presencga de
compostos quimicos inorganicos de K no BLE, semelhantes aos presentes em rochas, o acido oxa-
lico pode atuar como solubilizador de K de biocarvdes. O presente estudo busca avaliar o efeito
do acido oxdlico na solubilizacdo de K presente em diferentes BLEs.

Materiais e métodos

O BLE foi produzido a partir de amostras de LE coletadas na estacdo de tratamento de esgoto
Melchior, pertencente a Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal (Caesb)/Brasilia,
Distrito Federal. As amostras do LE foram secas ao ar até atingir uma umidade de aproximadamen-
te 10%, trituradas e peneiradas em peneira de 4 mm e, em seguida, foram submetidas a pirdlise a
300 °C e a 500 °C em forno mufla (Linn Elektro, Eschenfelden, Alemanha). A taxa média de aumento
de temperatura foi de 2,5 °C/min e o tempo de permanéncia foi de 5 horas. Em seguida, foi feita a
caracterizacdo quimica dos biocarvdes, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos biocarvdes produzidos a 300 °C (BLE300) e 500 °C (BLE500).

pH - 6,00 6,4

Matéria organica % 41,8 25,9
C organico % 24,2 15

N % 2,1 2,8

Relagdo C/N - 11,5 5,4

K,O (total organico) % 0,24 0,43

P.O, (total) % 5,70 5,90

Para o teste de liberacdo de K, foi pesada 0,4 g de BLE pirolisada a 300 °C (BLE300) e 500 °C
(BLE500) em tubos Falcon de 50 mL. Em seguida, foram adicionados 40 mL de solucdo de acido
oxalico com concentra¢es de 0 mol/L (controle); 0,33 mol/L; 0,67 mol/L e 1 mol/L. Em seguida,
os tubos foram agitados continuamente a 110 rpm, retirados nos periodos de 3 horas, 12 horas,
24 horas, 48 horas, 120 horas, 168 horas e 240 horas. Apds o periodo de incubagdo, as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a 3.300 rpm e filtradas em filtro de 8 um e poros de 80 g m2. O K
dissolvido foi medido com o uso do fotdbmetro de chama.
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Modelos estatisticos foram ajustados aos dados de K liberados durante o periodo de incubacao,
usando-se regressao nao linear. Na escolha dos melhores modelos de regressao foram considerados
a significancia (valor de P) e o coeficiente de determinacdo (R?).

Para verificar se houve tendéncia de efeito de alteracdo estatistica ao longo dos periodos ava-
liados, foi feito teste de tendéncia Mann-Kendall. Os resultados do teste que apresentaram valo-
res “S” positivo e p<0,05 indicam tendéncia de acréscimo significativo. Os testes de Mann-Kendall
foram realizados pelo software R (R Development Core Team 2019).

Resultados e discussao

Na Figura 1, sdo apresentados os teores de K liberado pelos biocarvoes, nos periodos de
3 horas, 12 horas, 24 horas, 2 dias, 5 dias, 7 dias e 10 dias. A presenca do acido oxalico, em todas as
concentragdes, permitiu uma maior libera¢do de K tanto para o BLE300 quanto o BLE500. Foi possi-
vel observar a influéncia do acido oxalico logo no inicio do experimento. No periodo de 3 horas, na
maior concentragao, o acido oxalico aumentou em mais de cinco vezes a liberacdo de K do BLE300
e em quase sete vezes o K liberado do BLE500 (Figura 1). Zhang et al. (2020) relataram resultados
que sugerem o efeito de acidos organicos de baixo peso molecular na liberagdao de K em biocarvao.
Esse efeito é dominado pela estrutura molecular dos acidos, pelo grau de dissociacdo e pela razao
estequiométrica do elemento mineral nos biocarvoes.
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Figura 1. Liberagdo do K em biocarvdo 300 °C (A) e 500 °C (B) em agua e diferentes concentragdes de acido oxalico.

O aumento do tempo de incubacado ndo influenciou a libera¢do do K em todas as concentraces
do acido oxalico para o BLE300, pelo teste de Mann-Kendall (Tabela 2). Ja o BC500 apresentou ten-
déncia de aumento significava com o aumento do tempo de incubacdo, em todas as concentragdes.
Apesar da tendéncia significativa de aumento, os resultados indicam que a agdao do acido oxalico
sobre os dois tipos de biocarvées acontece logo nas primeiras horas da reacdo, ocorrendo apenas
um pequeno aumento na liberacdo com o passar do tempo (Figura 1).

Quando avaliados os biocarvdoes em agua, o teste de Mann-Kendall indicou uma tendéncia de
aumento com altissimo nivel de confiang¢a (p<0,01) na solubilizagdo do K (Tabela 2). A liberagdo do
K no BLE500 em agua foi menor e mais lenta, quando comparada ao BLE300 em agua (Figura 1).
No entanto, quando comparanda a a¢do do acido oxalico nos biocarvdes, observa-se uma maior
liberagdo de K no BLE500. O aumento da temperatura de pirdlise aumenta a concentragdo do K,
mas também acarreta aumento na drea de superficie especifica, volume de poros e estruturas
aromaticas de carbono, o que dificulta a liberagdo do nutriente (Yuan et al., 2015; Figueiredo et al.,
2017). Provavelmente, o acido oxalico forneceu prétons (H*) que reagiram com o K pouco soluvel, li-
berando ions de K soltuvel (Duarte et al., 2021; Rossati et al., 2023). Rossati et al. (2023) observaram
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maior liberacdao de P em BLE300 e BLE500 na presenca do Aspergillus niger, fungo produtor do acido
oxalico, o que reforca o potencial do acido oxdlico como solubilizador de nutrientes.

Tabela 2. Valores de p e S pelo teste de Mann-Kendall e Analise de regressao.

BC 300 + Ac. oxdlico 0 0,003 1 y = 7,7%/(0,05+x)+0,37 0,98"
BC 300 + Ac. oxalico 0,33 0,738 - y = 27,3(1-et2™) 0,99"
BC 300 + Ac. oxdlico 0,67 0,610 - y =27,8(1-e2%9) 0,99™

BC 300 + Ac. oxdlico 1 0,764 - y = 29,4(1-et?%) 0,99"

BC 500 + Ac. oxalico O 0,003™ 1 y = 0,948,1x/(0,5+x) 0,92™
BC 500 + Ac. oxalico 0,33 0,012" 0,851 y = 28,2(1-203) 0,99"
BC 500 + Ac. oxdlico 0,67 0,031 0,751 y=29,4(1-el24) 0,99"

BC 500 + Ac. oxalico 1 0,023" 0,781 y=30(1-el203) 0,99™

*, **: significativo a 5% (p<0,05) e 1% (p<0,01) de probabilidade, respectivamente.

Conclusao

Os resultados mostram que o acido oxdlico permitiu maior solubilizacao do K tanto do BLE300
quanto do BLE500. O BLE300 e o BLE500, em contato com o acido oxalico, solubilizaram cerca de
cinco e sete vezes mais K, respectivamente, do que a solubilizacdo em agua. Portanto, a aplicacao
conjunta do BLE e do acido oxalico é uma alternativa promissora para o aumento da eficiéncia des-
ses fertilizantes. No entanto, pouco se sabe a respeito da interagdo do biocarvao e do acido oxalico
no sistema solo-planta, e sobre solubilizacdo de outros elementos. Sendo assim, novos estudos sao
necessarios para uma segura e eficiente aplicagdo desses materiais.
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Biomassas e biocombustiveis competitivos
para estruturacao do mercado brasileiro de
hidrogénio carbono neutro ou negativo
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Natdlia Moreno Viana*, Andressa Ribeiro de Araujo?, Emerson Léo Schultz®, Ana Cristina dos Santos®, Rossano Gambetta®,
Sérgio Saraiva Nazareno dos Anjos®

Resumo

O hidrogénio pode ser considerado atualmente a fonte de energia limpa mais promissora para
cumprimento das diretrizes do Protocolo de Kyoto, do Acordo de Paris e da COP 27. O Brasil tende
a se destacar no mercado mundial de hidrogénio carbono neutro ou negativo pela sua alta repre-
sentatividade no mercado internacional de biocombustiveis e pela diversidade de biomassas. O
objetivo deste trabalho foi apresentar biomassas e biocombustiveis mais representativos em proje-
tos brasileiros de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (PD&I) para desenvolvimento de solucées
tecnoldgicas para producdo de hidrogénio carbono neutro ou negativo. Realizou-se uma analise
prospectiva de projetos de PD&I executados entre janeiro de 2007 e julho de 2023 e recuperados
de curriculos cadastrados na plataforma Lattes/CNPg. Dos projetos selecionados, destacaram-se os
termos etanol, biogds e cana-de-acucar (incluindo biomassa, coprodutos e residuos) como fontes
de hidrogénio carbono neutro ou negativo. Mesmo que os resultados dos projetos de PD&I sejam
alcancados e entregues nas préximas décadas, a prospeccdo de biomassas e biocombustiveis ob-
teve resultados que fortalecem segmentos de mercado relevantes atualmente no Brasil (etanol e
cana-de-acucar) e que estdo em expansdo (biogas), que apresentam tendéncia cientifica favoravel a
competitividade no Pais no mercado mundial.

Termos para indexagao: hidrogénio renovavel, energia limpa, competitividade, projetos de
PD&I.

Introducao

A busca por novas fontes de energia é um objetivo mundial para, além de mitigar os gases
de efeito estufa, frear o aquecimento do planeta e cumprir os Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), como ODS 7 (Energia Limpa e Acessivel) e ODS 13 (A¢do Contra a Mudanca
Global do Clima). Tais iniciativas compdem o cumprimento do Protocolo de Kyoto, do Acordo de
Paris, visando a mitigacao da emissdo de gases de efeito de estufa, e da COP 27, para substituicdo de
combustiveis fésseis por renovaveis (Goldemberg, 2023).

O hidrogénio (H,) é um elemento abundante no planeta, sendo encontrado na natureza essen-
cialmente em combinacio com outros elementos (Nazir et al., 2020). E considerado uma fonte de
energia limpa, dependendo do método de obtencdo, j& que sua combustdo ndao emite didxido de
carbono (CO,), vantagem que tornou o H, alvo de interesse na exploragdo comercial para aplicagdo
nos setores de energia industrial, residencial, comercial e de transporte, com o intuito de mitigar
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gases de efeito estufa (Nazir et al., 2020; Karmaker, et al., 2022; Goldemberg, 2023). Dentre os mé-
todos de obtencdo do hidrogénio, o mais utilizado atualmente é a reforma do gds natural, que, ape-
sar de ser um processo de baixo custo, é baseado em fonte féssil, portanto, emite CO,, que contribui
para o agravamento do efeito estufa. Esse H, € utilizado principalmente na industria petroquimica
para a producdo de amoénia e no refino de petréleo (Dash et al., 2023).

A busca por combustiveis que contribuem para descarbonizacdo desencadeou o desenvolvi-
mento de tecnologias para a obtenc¢do de hidrogénio com menor emissdo de CO,. Uma alternativa
em debate é o hidrogénio proveniente de fontes renovdveis. No dmbito mercadoldgico, tem-se utili-
zado o termo “hidrogénio verde” para abarcar todas as fontes renovaveis. No entanto, o termo refe-
re-se apenas ao hidrogénio obtido a partir do processo de eletrdlise da dgua usando energia elétrica
obtida de fontes como edlica e solar, sendo esse o método mais utilizado pela industria atualmente
(International Renewable Energy Agency, [s.d.]).

Outro termo que tem sido utilizado é o “hidrogénio verde-musgo”, que se refere a produgao de
H, a partir de biomassas ou biocombustiveis, com ou sem captura de CO,, por métodos de gaseifica-
¢do, reforma catalitica ou biodigestao anaerdbia (Oliveira, 2022). Contudo, por ndo serem essas as
Unicas rotas sustentdveis de produgao e também em razao de divergéncia em relagao as nomencla-
turas, considera-se mais adequado utilizar o termo “hidrogénio carbono neutro ou negativo” para o
hidrogénio obtido de fontes renovaveis diversas (Brasil, 2022b).

A adocdo de outras rotas de producdo de hidrogénio carbono neutro ou negativo, além da ele-
trélise de agua, como o que é obtido por meio da utilizacdo de biomassa e biocombustiveis produ-
zido por reformas cataliticas, gaseificacdo ou biodigestdo (hidrogénio verde-musgo) (Oliveira, 2022),
poderia tornar o Brasil mais competitivo no cendrio global em razao da grande disponibilidade de
residuos agropecudrios para aproveitamento energético (Empresa de Pesquisa Energética, 2019).
Sendo assim, o objetivo deste trabalho é apresentar as biomassas e os biocombustiveis mais repre-
sentativos em projetos brasileiros de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao (PD&I) e discutir o de-
senvolvimento de solucdes tecnolégicas para producao de hidrogénio carbono neutro ou negativo e
estruturacdo do mercado nacional.

Materiais e métodos

Foi realizado um estudo prospectivo de carater semiqualitativo e exploratdrio para evidencia-
¢do de biomassas e biocombustiveis em projetos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovac¢do (PD&l)
em execuc¢do no Brasil. Os dados foram extraidos de curriculos na Plataforma Lattes/CNPq, indepen-
dentemente da fonte de financiamento, considerando a produg¢do de hidrogénio carbono neutro
ou negativo. Por ser a primeira etapa do desenvolvimento tecnolégico, a andlise prospectiva de
projetos de PD&I permite levantar tendéncias cientificas para posterior apoio na andlise de ten-
déncias futuras (Motta et al., 2017). Em complemento, foram recuperados dados mercadoldgicos e
produtivos sobre hidrogénio a partir de literatura cientifica, relatérios de mercado e legislagao, com
o intuito de analisar o atual cendrio produtivo em relagao as a¢des de PD&I.

A busca de projetos na Plataforma Lattes/CNPq foi realizada por nomes de pesquisadores brasilei-
ros prospectados na base de dados Web of Science a partir de artigos cientificos recuperados usando
as palavras-chaves “renewable hydrogen” OR “moss green hydrogen” e depois refinada para o Brasil.
Outros nomes foram recuperados em busca na prépria plataforma Lattes/CNPq, considerando a pala-
vra “hidrogénio”.

Em seguida, de cada curriculo, foram extraidas as descri¢cdes fornecidas pelos autores de pro-
jetos com abordagem sobre hidrogénio carbono neutro ou negativo. No total, 194 curriculos com
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projetos abordando hidrogénio carbono neutro ou negativo foram recuperados, e desses foram
selecionados 114 projetos para analise, sendo os dados consolidados em uma planilha eletronica.

Resultados e discussao

Em 2020, a demanda global por hidrogénio alcancou 90 milhdes de toneladas, com expectati-
va de atingir 175 milhdes de toneladas até 2050, com custo de produgdo variando entre 1,20 USS/
kg—2,50 USS/kg (Global..., 2022). Apesar de o hidrogénio se mostrar promissor para a transi¢do
energética, o elemento atraiu apenas 0,08% do total dos investimentos mundiais em 2022, contan-
do com USS 1,1 bilhdo, sendo a América o continente que mais contribuiu com os investimentos,
44% de participagao (International Renewable Energy Agency, 2023).

No Brasil, a disponibilidade de energia proveniente de fontes renovaveis atraiu investimentos
nacionais e internacionais para a producdo de hidrogénio no Pais, somando USS 27 bilhdes em
2022. Por volta de 66,7% dos investimentos estdo concentrados no Porto do Pecém, municipio de
Sdo Gongalo do Amarante, CE, fato que se da principalmente pela localizagdo em uma zona de ex-
portacdo, com conexdo com portos maritimos da Europa, e pelo potencial de energia edlica e solar
da regido, possibilitando a producdo via eletrélise da dgua, rota de producdo de interesse da maioria
dos investidores (Oliveira, 2022).

Apesar de a maioria dos investimentos se voltarem para a producdo de hidrogénio via eletrdlise
da agua, existe interesse na diversificacdo de rotas para a obtencdo do elemento. Na busca de projetos
em curriculos na plataforma Lattes/CNPq, identificou-se que desde 2007 ha projetos no Brasil voltados
para a producdo de hidrogénio a partir de biomassa e biocombustiveis. Foram identificados cerca de
20 biomassas e biocombustiveis nos 114 projetos analisados, conforme apresentado em nuvem de
palavras na Figura 1. Dentre os termos mais recorrentes, destacam-se etanol, biogas e cana-de-agucar,
seguidos por residuos agroindustriais, microalga e biomassa ndo especificada nos projetos.

Mlcroalgazténo I_B Ol

Residuos agroindustriais

elaco de soja

Biomassa nao especificada
Cana-de-acucarMandioca

Residuos da suinocultura

Figura 1. Nuvem de palavras com recorréncia de biomassas e biocombustiveis
nos projetos para hidrogénio carbono neutro ou negativo.

Além dos investimentos em projetos de pesquisa e infraestrutura industrial que buscam con-
tribuir para a descarbonizacdo, percebe-se um esforco governamental para instituir normas legais e
politicas publicas de regulacdo do uso de hidrogénio para fins energéticos no Pais. Em 2022, foi insti-
tuido o Programa Nacional do Hidrogénio, por meio da Resolucdo n2 6, de 23 de junho de 2022, com
o objetivo de fortalecer o mercado e a industria do hidrogénio como fonte energética e incentivar o
desenvolvimento tecnoldgico nacional (Brasil, 2022a).

Ainda em 2022, foi elaborado o Projeto de Lei n2 1.878, de 2022, que propde Politica Nacional
do Hidrogénio Verde, com o intuito de tracar diretrizes sobre producao, utilizag¢do, transporte, arma-
zenamento e comércio de hidrogénio de carbono neutro ou negativo. Posteriormente, foi apresen-
tada a Emenda 1 PLEN - PL 1.878/2022, que traz defini¢des sobre as diferentes rotas de obtencdo
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de hidrogénio de forma sustentavel como a partir de biomassa e biocombustiveis. Propée também
a inclusdo delas no projeto de lei, ressaltando a importancia de ampliar as rotas produtivas, sem
evidenciar o hidrogénio verde obtido da eletrélise de dgua (Brasil, 2022b).

A produgdo de hidrogénio via fontes renovaveis para a transi¢cao energética ainda enfrenta
desafios, como no sistema de transporte, estocagem e viabilidade técnico-econémica, sendo que
o custo de producdo ainda ndo é competitivo em comparacdo ao obtido de fontes fésseis (Ahmed
et al., 2021; Yin; Wang, 2022). O custo produtivo de hidrogénio obtido de biomassa pode alcancar
entre 1,34 USS/kg e 4,7 USS/kg, enquanto o custo de obtencdo do hidrogénio de fontes fésseis é
entre 0,8 USS/kg e 1,7 USS/kg. Contudo, a rota produtiva via biomassa se mostra mais vantajosa em
relacdo a outras rotas, como a partir de energia hidrelétrica, edlica e fotovoltaica para eletrdlise,
cujo custo produtivo alcanca de 4,23 USS/kg a 9,8 USS/kg (Yin; Wang, 2022), o que norteia e esti-
mula a confec¢do de novos projetos para avanco em escala de maturidade visando a obtencao de
tecnologias prontas para licenciamento.

Conclusao

A diversificagcdo da producdo de energia é uma tendéncia mundial, particularmente para con-
trole e mitigacdo de gases de efeito estufa, controle do aumento da temperatura do planeta e de-
senvolvimento de fontes limpas e sem emissdo de carbono, segundo metas e diretrizes globais.

O hidrogénio é considerado uma das fontes mais promissoras de energia limpa e renovavel e a
maior parte do que é disponibilizado no mercado é obtida por eletrdlise de agua (hidrogénio verde).
Biocombustiveis e biomassas também sdo fontes para obter hidrogénio verde-musgo, nos quais o
Brasil tem destaque pela alta disponibilidade e diversidade de biomassas, bem como pela represen-
tatividade no mercado internacional de biocombustiveis.

Este estudo indica que desde 2007 ha interesse em rotas de produc¢do de hidrogénio a partir
de biomassas e biocombustiveis, com énfase para as cadeias produtivas do agronegdcio do etanol,
biogds e cana-de-agucar. Assim, a partir da analise de projetos de PD&I no Brasil sobre hidrogénio
carbono neutro ou negativo, suscitou-se tendéncia cientifica favoravel a competitividade do Pais no
mercado mundial. Houve também a indica¢do de prospec¢ao de novas fontes além de etanol, bio-
gdas e cana-de-agucar, como outros residuos agroindustriais e microalgas, que podem tornar o Brasil
competitivo no mercado mundial.
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Efeito do acido oxalico na liberacao de fosforo
de biomassa pirolisada de lodo de esgoto
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Resumo

O biocarvao obtido por meio da pirdlise do lodo de esgoto (LE) representa uma alternativa para
viabilizar o uso do LE na agricultura. O biocarvao de LE (BLE) € um insumo rico em carbono e nu-
trientes, principalmente fésforo (P). Apesar disso, muitas vezes os nutrientes presentes no BLE ndo
estdo disponiveis para absor¢do pelas plantas. O BLE apresenta diferentes fracdes de P (organico e
inorganico) que variam em fun¢do da temperatura de pirdlise. Nesse sentido, o objetivo do estudo
foi avaliar a influéncia de acidos organicos na libera¢do de P do BLE no solo ao longo do tempo. Para
isso, foram avaliados o efeito do acido organico (oxalico) na disponibilizacdao de P em dois BLE pro-
duzidos a 300 °C (BLE 300 °C) e a 500 °C (BLE 500 °C). O fertilizante convencional (MAP) também foi
avaliado. Todos os fertilizantes foram incubados e avaliados nos periodos de 12 horas, 2 dias, 5 dias,
15 dias, 30 dias e 60 dias. Os resultados mostraram que o acido oxalico foi crucial para a liberagdo do
P nos biocarvdes, principalmente para o biocarvao 500 °C (BC500). O presente estudo indicou que a
aplicagdo conjunta do biocarvao de lodo de esgoto com acido oxalico tem potencial para aumentar
a liberagao do P e, consequentemente, aumentar a eficiéncia agronémica do biocarvao como ferti-
lizante de base organica.

Termos para indexagao: biochar de lodo de esgoto, acido oxalico, solubilizagao de fésforo.

Introducao

O crescimento da populagao global tem acarretado um aumento na producgao de lodo de es-
goto (LE). Em razdo de suas caracteristicas, o LE apresenta potencial para ser utilizado na agricul-
tura, como fertilizante e/ou condicionador do solo (Romanos et al., 2019). No entanto, a aplicacdo
direta do LE apresenta limitagdes, pela possivel presenga de patégenos e outros poluentes (Fang et
al., 2021). A pirdlise do LE é uma alternativa para viabilizar o uso do LE na agricultura. O biocarvao
de LE (BLE), produto sélido da pirdlise do LE, é um insumo livre de patégenos e rico em nutrientes
(Paz-Ferreiro et al., 2018; Chagas et al., 2021, 2022).

Dentre os principais nutrientes presentes no BLE, o fosforo (P) é aquele que normalmente se
destaca com maior concentracdo (Figueiredo et al., 2018; Adhikari et al., 2019). Estudos indicam
que a maior parte do P presente no BLE esta em formas inorganicas com diferentes niveis de es-
tabilidade quimica (Figueiredo et al., 2021), nem sempre estando disponivel para absorcdo pelas
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plantas. Uma alternativa para aumentar a solubilizacdo do P presente no BLE é a sua utilizagdo con-
junta com acidos organicos (Gadd, 2007).

Viarios estudos vém mostrando a eficiéncia do acido oxalico para a solubilizacdo do P de rochas
fosfatadas (Amaro et al., 2023). No entanto, ainda sdo escassos os estudos sobre as intera¢des entre
o BLE e 4cidos organicos. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do acido oxa-
lico na liberacdo de P do BLE no solo ao longo do tempo.

Materiais e métodos

Para producdo do BLE, foram utilizadas amostras de LE da estacdo de tratamento de esgoto (ETE)
Melchior, localizada em Samambaia, DF, Brasil. O LE seco foi triturado e passado em peneira de 4 mm.

A pirdlise do LE foi realizada nas temperaturas de 300 °C e 500 °C em forno de pirélise (Linn
Elektro Therm, Eschenfelden, Alemanha), a uma taxa média de aumento de temperatura de
2,5 °C/min, e tempo de residéncia de 5 horas.

Antes de realizar o ensaio de incubagao e apds o processo de pirdlise, foi feita a caracterizagao
quimica e fisica dos BLEs. Para o ensaio de incubagao, foram coletadas amostras de solo na camada
de 0 cm—20 cm de um Neossolo Quartzarénico. O solo coletado foi seco ao ar, peneirado (2 mm), e
submetido a andlises quimicas e de textura (Teixeira et al., 2017). Foi feita a corre¢ao do pH, confor-
me a analise de solo.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes.
Os seguintes tratamentos foram avaliados: solo sem fertilizante (controle); aplicacdo de fertilizante
fosfatado solivel (MAP); biocarvdo 300 °C (BC300); e biocarvdao 500 °C (BC500). Os tratamentos
foram duplicados, na presenca ou auséncia de acido oxdlico, aplicado na concentracao de 10%.

A dinamica de liberacdo de P nos BLEs e no MAP foi realizada conforme procedimento adap-
tado de Bley et al. (2017). Cinco gramas dos biocarvoes e do MAP foram colocados em pequenos
“sachés” com malha permeavel de poliéster e selados nas extremidades. Os sachés foram cobertos

por 100 g de solo.

O solo permaneceu incubado com os sachés pelos seguintes periodos: 12 horas, 2 dias, 5 dias,
15 dias, 30 dias e 60 dias apds o inicio da incubacdo. Apds cada periodo de incubagdo, os sachés
foram separados do solo. Toda a massa de solo foi homogeneizada, e foi retirada uma aliquota para
determinacao dos teores de P pelo extrator Mehlich 1.

Os teores de P foram estimados por espectrofotometria, com densidade ética no fotocolorime-
tro usando filtro vermelho, comprimento de onda 660 nm (Silva, 2009). Os teores de P acumulados
apos 60 dias foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o software XLSTAT (Addinsoft, 2013).

Resultados e discussao

A andlise quimica e de textura do solo utilizada neste estudo encontra-se na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Coleta do solo, peneiramento e solo peneirado.

pH (CaCl,) . 5,2
Ca cmol /dm? 2,0

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Mg cmol /dm? 0,8

Al cmol /dm? 0,00

H+ Al cmol /dm? 1,6
CTC* cmol /dm? 4,47

P (Mehlich 1) mg/dm3 1,0

K mg/dm3 26

Mat. Org. % 2,0

Sat. Base (V%) % 64
Argila g/kg* 105,3
Areia g/kg* 846,8
Silte g/kg? 47,9

*CTC: capacidade de troca de cations.

Na Tabela 2, encontra-se o resultado da caracterizacao quimica dos biocarvdes de lodo de esgoto.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas dos biocarvdes de lodo de esgoto.

K,0 % 0,2 0,3 0,3
pH . 6,4 6,5 6,2

(9p]

PO, (Total) % 5,70 5,50 6,0 o

Ca % 0,74 0,70 0,64 =

Mg % 0,20 0,18 0,20 3

S % 0,96 0,86 1,0 g

Cu mg/kg 100 115 148 o

(9p]

C.Org % 7,8 7,5 15,2 o

"Lodo de esgoto; 2biocarvdo 300 °C; 3biocarvio 500 °C. CICJ

4=
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A disponibilidade de P no solo ao longo de 60 dias pode ser vista na Figura 1. De maneira geral,
praticamente ndo ocorreu a liberacdo do P do BC300 e do BC500 em agua (Figuras 1ab). Por outro
lado, o dcido aumentou a solibilizacdo de P dos biochars.

A liberacao de P foi mais rapida e maior no fertilizante mineral (MAP) do que nos biocarvées. O
MAP apresentou um teor de 48% de P,0, (Brasil, 2020), valor esse muito superior aos encontrados
nos dois biocarvoes (5,5% e 6,0% no BLE300 e BLE500, respectivamente). Diferentemente dos bio-
carvoes, a liberagdo do P no MAP foi maior em dgua do que na soluc¢do 4acida.
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Figura 1. Liberagdo de fdsforo: (a) MAP em agua e acido oxalico; (b) biocarvdo 300 °C
em agua e acido oxdlico; (c) biocarvdao 500 °C em agua e acido oxalico.

O acido oxdlico permitiu uma maior libera¢do do P dos biocarvdes nas primeiras horas apds a
aplicagdo (Figuras lab), principalmente para o BC500. Estudos vém mostrando o potencial do 4cido
oxalico em solubilizar rochas fosfatadas de diferentes origens (Mendes et al., 2022; Amaro et al.,
2023), sendo muitas vezes mais eficiente que o acido sulfurico.

Aos 60 dias do inicio da incubacao, quando excluido o MAP, o BLE500 na presenca de acido oxa-
lico possibilitou a maior concentracdo de P no solo (p< 0,05; Figura 2). Normalmente, os biocarvoes
produzidos a 500 °C apresentam maior teor de P total quando comparados aqueles obtidos a 300 °C
(Figueiredo et al., 2021; Rossati et al., 2023).

Provavelmente, por essa razdo, ocorreu maior liberacdo do P no BC500. O 4acido oxalico pode
ter fornecido prétons (H*) que reagiram com os minerais de fosfato pouco soluveis e liberaram os
ions soluveis de fosfato.

Z
]
>

~O
>
@)
[
]

o

Z
©

-
]
4+
(q0)

=

C C

P (0.5 dia) P (30 dias) P (60 dias)
Periodo de incubacio (dias)

EBiochar 500 Acido B Biochar 300 Acido
B Biochar 300 figua B Biochar 500 f\gua

Figura 2. P presente nos biocarvdes liberado no solo apds diferentes periodos de incubagao.



Conclusao

O presente estudo indicou que a aplicacdo conjunta do biocarvdo de lodo de esgoto com acido
oxalico tem potencial para aumentar a liberacdo do P e, consequentemente, aumentar a eficiéncia
agrondmica do biocarvdo como fertilizante de base orgdnica. No entanto, novos estudos devem
abordar a interacdo do biocarvao e do acido oxalico no sistema solo-planta.
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Obtenc¢ao de biolubrificante a partir de
6leo de palma (Elaeis guineense)
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Resumo

Os dleos lubrificantes sdo constituidos de 6leos basicos (minerais e/ou sintéticos) e aditivos. Os
6leos basicos, os principais constituintes, sdo predominantemente oriundos do petréleo. O mercado
global de lubrificantes em 2021 foi de 39,71 bilhdes de litros. O mercado nacional fechou o ano com
alta nas vendas de 9,4%, em comparac¢do ao ano de 2020, com um volume total de 1.477.351 m?3.
O aumento da demanda desse importante produto, atrelado a consciéncia ambiental, tem impul-
sionado a busca por processos de obtencdo mais eficientes e por matérias-primas renovaveis. Os
6leos vegetais tém se mostrado uma interessante matéria-prima para a producdo de lubrificantes,
principalmente por sua biodegradabilidade e baixa ecotoxicidade. Além dessas caracteristicas, os
6leos vegetais possuem outras vantagens, no que se refere as caracteristicas fisico-quimicas, como a
lubricidade, o indice de viscosidade e a volatilidade superior. No entanto, a aplicabilidade dos déleos
vegetais na lubrificacdo é parcialmente limitada. Os 6leos vegetais apresentam menor estabilidade
oxidativa do que os éleos minerais e degradam-se ao serem utilizados como lubrificantes, gerando
compostos insolUveis, o que aumenta a viscosidade e a acidez do produto. Isso se deve as insatura-
¢Oes nas cadeias dos triglicerideos. Uma alternativa seria a modificacdo quimica do éleo na tenta-
tiva de aumentar a estabilidade oxidativa e melhorar as caracteristicas. Assim, neste estudo, foram
realizadas reac¢oes de transesterificacdao do 6leo de palma (Elaeis guineense), seguidas de reacdo de
epoxidacdo, para obtencdo do 6leo basico para biolubrificante. As andlises de estabilidade oxidativa
mostraram maior tempo de inducdo, ou seja, maior estabilidade oxidativa do dleo epoxidado, com-
parado ao éster de dleo.

Termos de indexagdo: biolubrificante, epoxidacao, transesterificacdo, dleo de palma, estabili-
dade oxidativa.

Introducao

Os 6leos lubrificantes podem ser definidos como substancias que se interpdem entre super-
ficies, formando uma pelicula que evita ou minimiza o atrito, diminuindo o desgaste. Os 6leos
lubrificantes apresentam caracteristicas que |hes sdo conferidas pela composicdo e pelos aditivos
adicionados (Brasil, 2020).

O componente principal de um éleo lubrificante acabado é o éleo basico, que pode ser de ori-
gem mineral (primeiro refino ou rerrefinado), sintética ou vegetal.

O mercado brasileiro de lubrificantes apresentou uma recuperacdao importante no més de
marco, fechando o 12 trimestre de 2023 com um volume de 364.847 m3, representando uma alta de
3,8% em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior. As importacdes de dleos bdsicos aumentaram
em 23,3%, atingindo um total de 152.315 m? no trimestre (Mordor Intelligence, 2023).

tQuimica, mestre em Ciéncias de Materiais, Universidade de Brasilia, ingrid.cavalcanti@colaborador.embrapa.br
2Quimica, doutora em Quimica Analitica, Embrapa Agroenergia, itania.soares@embrapa.br
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Diante do exposto, fica evidente a necessidade de ampliar a utilizacdo dos recursos renovaveis,
em detrimento dos recursos fésseis, na obtencdo de biocombustiveis e derivados, como é o caso
dos biolubrificantes.

Os 6leos vegetais, além de serem utilizados na producdo de biodiesel, tém se mostrado como
uma interessante matéria-prima, com potencial para producdo de lubrificantes, principalmente pela
biodegradabilidade e pela baixa ecotoxicidade. Os biolubrificantes sao considerados uma nova clas-
se de lubrificante, diferente dos convencionais, apresentando um importante avanco na drea de
produtos considerados altamente ecolégicos. Os ésteres de acidos graxos presentes em dleos vege-
tais sdo comumente usados como lubrificante com caracteristicas favoraveis ao ambiente e ao bom
desempenho nas maquinas. Além dessas caracteristicas, os 6leos vegetais possuem outras vanta-
gens, no que se refere as caracteristicas fisico-quimicas, como a lubricidade, o indice de viscosidade
e a volatilidade superior. Porém os dleos vegetais apresentam menor estabilidade oxidativa do que
os 6leos minerais e, ao serem utilizados como lubrificantes, degradam-se, gerando compostos inso-
[Uveis, o que aumenta a viscosidade e a acidez do produto. Isso se deve as insaturacdes nas cadeias
dos triglicerideos. Uma alternativa seria a modificacdo quimica do éleo na tentativa de aumentar a
estabilidade oxidativa. Apesar de alguns trabalhos sugerirem a utilizacdo de ésteres de acidos graxos
como lubrificantes, eles ainda apresentam certa disponibilidade a oxidacdo. Dessa forma, o objetivo
do trabalho foi de transesterificar o 6leo e em seguida realizar modificacdes quimicas por epoxida-
cdo para obtencdo de um dleo-base para utilizacdo como biolubrificante, objetivando o aumento da
estabilidade comparada aos seus ésteres.

Materiais e métodos

Foram utilizadas duas amostras de 6leo de palma (Elaeis guineense), com diferentes datas de
aquisicdo (2016 e 2021) na producgao de dleo-base para lubrificante com a expectativa de aumentar
o tempo de estabilidade oxidativa, em relagdo aos respectivos ésteres. Assim, os 6leos foram tran-
sesterificados e, em seguida, foram epoxidados, gerando um novo produto (biolubrificante).

Producgao de ésteres metilicos

O ¢6leo de palma Elaeis guineense (100 g), 18 g de metanol e 1 g de acido sulfurico foram adiciona-
dos em um baldo de fundo chato, sob aquecimento (60 °C) e agitacdo durante 1 hora. Apds a reacgao,
a amostra foi rotaevaporada para retirada de excesso de solvente e 4gua. A amostra resultante (massa
100 g), foram adicionados 25 g de metanol e 1 g hidréxido de potdssio, mantidos a 60 °C, com vigorosa
agitacdo por 1 hora. Obtiveram-se assim os ésteres metilicos (biodiesel), que foram utilizados na pro-
ducdo do biolubrificante.

Produgao do biolubrificante

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 30 g de biodiesel produzido anteriormente,
100 mL de tolueno e 0,3 g de acido formico, sob agitacdao, em temperatura ambiente. Com o auxilio
de um funil de adicdo, lentamente foram adicionados 100 mL de perdxido de hidrogénio. A reacao foi
mantida sob agitacdo por 18 horas. Em seguida, foi realizada a separac¢do da fase organica (superior),
que foi neutralizada com solugao de bicarbonato de sédio 10%. Foram utilizados em torno de 100 mL
dessa solucdo para a completa neutralizagao, e também foram realizadas lavagens utilizando-se agua
destilada, até a amostra apresentar pH 7. Ao produto obtido, foram adicionados 5 g de sulfato de sédio
anidro; ele agitado e deixado em descanso por 1 hora. Apds descanso, a amostra foi filtrada a vacuo,
e o solvente foi retirado por rotaevaporacdao. Obteve-se uma massa de ésteres epoxidados em torno
de 29 g a 30 g. Em seguida, aos ésteres epoxidados obtidos, foi adicionado 0,5 g de dcido metanossul-
fonico (2% em relagdo ao éster), sob agitagcdo e temperatura de 80 °C, por 1 hora, enquanto foi feita a
adicdo gradativa e lenta de 6,25 g de alcool isoamilico. A reagao permaneceu por mais 3 horas a 90 °C.
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VIl ENCONTRO DE PESQUISA E INOVACAO

Ao término da reacgdo, o produto foi transferido para um funil de separacdo, lavado com solugdo de
bicarbonato de sddio 10% e dgua destilada até a completa neutralizagdo. O excesso de solvente e dgua
foi rotaevaporado, obtendo-se o biolubrificante.

Estabilidade oxidativa

As analises de estabilidade oxidativa dos ésteres e dos respectivos lubrificantes foram feitas
segundo norma EN ISO 14102, utilizando-se um Rancimat 873, Metrohm.

Resultados e discussao

A partir dos triglicerideos presentes no 6leo de palma, obtém-se o biodiesel (ésteres). Esses
ésteres sdo epoxidados. Em seguida, é feito o tratamento do produto obtido em meio acido. A rea-
¢do em meio acido promove a protonacdo do epdxido que pode ter o anel de trés membros aberto
por qualquer nucledfilo fraco tal, como dalcool e agua. Na abertura do anel oxirano catalisada por
acido de um epoxido assimétrico, o nucledfilo ataca preferencialmente o dtomo de carbono mais
substituido. Esse mecanismo pode ser visualizado na Figura 1. O carbono do epdxido protonado
assimétrico mais substituido contém uma densidade parcial de carga positiva maior. No estado de
transicdo, assemelha-se a um carbocation terciario mais estavel. Logo, a reacdo ocorre preferencial-
mente nesse carbono mais substituido.

H CHy T CH3

&
Ha HO

CH,
H CHy 4 o CH3
N7 "
) OH
| +0 H
! |
H H
CHj CHy
H H H H
CH, CHy _
" LN e + ™~ | /
H

Figura 1. Mecanismo de abertura do anel oxirano em meio acido de um epdxido assimétrico.
Fonte: Adaptado de Solomons e Fryhle (2005).

A Figura 2 ilustra o aspecto visual das amostras. Percebe-se, no caso do éleo de palma bruto,
gue a amostra aparece mais opaca e turva comparada aos ésteres (biodiesel) e ao dleo lubrificante.

Figura 2. Oleo de palma, ésteres metilicos (biodiesel) e biolubrificante, respectivamente.
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Apds produzir os ésteres e epoxida-los, foram feitas as analises de estabilidade oxidativa do
biodiesel e dos respectivos biolubrificantes. Os resultados das analises de estabilidade oxidativa
sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das analises de estabilidade oxidativa.

Amostra 2016 1 9,08 . - 1 15,10
5 9,07 Biolubrificante 2016 5 15,08

Média 9,07 Média 15,09

Desvio P 0,00 Desvio P 0,01

1 10,33 . - 1 15,25

Amostra 2021 5 1071 Biolubrificante 2021 5 14,75
Média 10,52 Média 15,00

Desvio P 0,19 Desvio P 0,35

A utilizacdo de amostras com diferentes datas de armazenamento teve o objetivo de verificar
a influéncia que poderia ter na estabilidade, em razdo da presenca de diferentes teores de acidos
graxos na amostra. Quando se comparam os ésteres obtidos com as amostras nos dois periodos,
observa-se que a amostra estocada hd menos tempo (2021) apresentou maior estabilidade. Isso
indica que a degradacdo do dleo impactou no produto gerado. No entanto, quando se comparam os
ésteres epoxidados, as médias sdo similares. Ou seja, o fato de o 6leo estar estocado hd mais tempo
ndo alterou a qualidade do produto. Além disso, constata-se que as reacdes de epoxidacdo dos éte-
res foram efetivas para o aumento da estabilidade oxidativa.

Conclusao

Observa-se pelos métodos e resultados obtidos que o 6leo de palma tem grande potencial para
0 uso na obtencdo do biolubrificante, ja que os processos para producdo e obtencdo sao relativa-
mente simples.

A modificagdo proposta por epoxidacdo altera as caracteristicas do dleo, elevando a estabilida-
de oxidativa em aproximadamente 6 horas em comparacao ao biodiesel, seus ésteres precursores.
Existem diversas aplicacdes para os dleos lubrificantes. Uma das principais caracteristicas a ser mo-
nitorada quando se fala em utilizacdo de 6leos vegetais é a estabilidade oxidativa. A partir dai, sdo
adicionados aditivos de acordo com a necessidade de uso. No entanto, outras propriedades fisico-
-quimicas podem ser investigadas para melhor caracterizar o produto.
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Otimizac¢ao do cultivo de Burkholderia gladioli
BRM 58833 por fermenta¢ao submersa
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Resumo

O objetivo do estudo foi entender as melhores condi¢cdes de fermentacdo da Burkholderia
gladioli BRM 58833 submersa a partir de condi¢cOes encontradas na literatura para a producdo de
enzima com atividade lipolitica elevada. Para isso, foi realizado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR), considerando trés varidveis (pH, concentracdo de fosfato de amodnio e d6leo de
dendé) em cinco niveis e em cinco diferentes tempos. Resultou-se entdo em cinco conjuntos de
analises estatisticas e 15 cinéticas. As analises estatisticas dos dados indicaram que apenas o cultivo
de 24 horas apresentou um coeficiente de ajuste adequado do modelo gerado, porém com ativida-
des lipoliticas inferiores aos tempos mais longos. O modelo gerado indica que menor concentracido
de fosfato de amonio e pH proximo da neutralidade tendem a mostrar atividades lipoliticas mais
elevadas. Essa tendéncia foi verificada nos tempos subsequentes (48 horas, 72 horas, 96 horas e
168 horas).

Termos para indexagdo: Burkholderia gladioli, otimizagado, cinética, lipase.

Introducao

A producdo de lipases por microrganismos tem sido objeto de intensa pesquisa, por sua
ampla aplicacdo em diversas industrias, incluindo a de alimentos, detergentes e biocombusti-
veis. Burkholderia é um género de bactérias conhecido por sua capacidade lipolitica, e a espécie
Burkholderia gladioli BRM 58833 mostrou-se promissora para essa finalidade.

Com o objetivo de determinar as melhores condi¢des para a producdo da lipase de B. gladioli
BRM 58833 por fermentacdo submersa, realizou-se uma pesquisa bibliografica detalhada sobre a
producdo de lipases de outras espécies de Burkholderia por esse método. Oliveira et al. (2015) ob-
servaram que o cultivo de B. lata em meio contendo gordura de frango e fosfato de amoénio resultou
em uma alta atividade lipolitica em seu extrato.

O presente estudo teve como objetivo otimizar as condi¢des de fermentacdo submersa para a
producdo de lipase por B. gladioli BRM 58833, partindo das condi¢des étimas para o mesmo género
encontradas na literatura. Buscou-se, assim, obter um extrato enzimatico com atividade lipolitica
elevada, que pudesse ser potencialmente utilizado em diversas aplica¢des industriais.

1 Bidlogo, doutor em Biologia Microbiana, Embrapa Agroenergia, pedropam.bio@gmail.com
2 Engenheiro de bioprocessos e biotecnologista, mestre em Ciéncias Mecanicas, Embrapa Agroenergia, diogo.nakai@embrapa.br
® Farmacéutica, doutora em Bioquimica, Embrapa Agroenergia, thais.salum@embrapa.br
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Materiais e métodos

Planejamento experimental

A otimizacdo da producao de lipases por fermentacdao submersa utilizando a cepa B. gladioli
BRM 58833 foi planejada por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) em
cinco tempos diferentes, que consideraram trés varidveis (pH, concentracdo de fosfato de amoé-
nio e 6leo de dendé) em cinco niveis, conforme apresentado nas Tabelas 1A e 1B a seguir. Assim,
foram originados cinco DCCRs e 15 cinéticas.

Tabela 1A. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com trés variaveis.

1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1

3 -1 1 -1

4 1 1 -1

5 -1 -1 1

6 1 -1 1

7 -1 1 1

8 1 1 1

9 -1,68 0 0
(9p]

10 1,68 0 0 )
>

11 0 -1,68 0 \®©
>

12 0 1,68 0 ©)
]

13 0 0 -1,68 i

14 0 0 1,68 %
Q0]

15 0 0 0 IS

16 0 0 0 D
Q0]

17 0 0 0 >

Tabela 1B. Codificacdo de cada condicdo do DCCR.

pH 6 6,81 8 9,19 10
[(NH,),PO,] 5 9,05 15 20,95 25
[6leo de dendé] 1 5655 12,5 29,345 24

Preparo do inéculo

A cepa bacteriana Burkholderia gladioli BRM 58833 utilizada neste trabalho pertence a Colecao
de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABio) da Embrapa
Agroenergia. Retirou-se a cepa do estoque no ultrafreezer (-80 °C) e estriou-se em uma placa de
Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) com agar para obtencdo de colonias isoladas. A placa foi in-
cubada na estufa a 30 °C para o crescimento das colonias.

Apds o crescimento de coldnias isoladas, uma col6nia foi inoculada em frasco contendo o
meio de cultivo LB e incubada sob agitacdo a 150 rpm a 28 °C por 24 horas. Quando a densidade



Otica (DO) atingiu a absorbancia de 0,5, retirou-se 1 mL para cada um dos 17 experimentos des-

critos na Tabela 2B.

Preparo dos meios de cultivo

Foram preparadas as soluc¢des descritas na Tabela 2A a seguir.

Tabela 2A. Composicdo e preparacgdo das solugdes A, B, C, D e E utilizadas no experimento. Os pesos e volumes
indicados foram utilizados para obter as concentracGes desejadas de cada componente nas solucdes.

m O 0o w >

(NH,),PO, 50 g/L

K,HPO, 10 g/L (10x concentrada)
MgSO,.7H,0 5 g/L (10x concentrada)
NaCl 3,8 g/L (10x concentrada)
FeSO,.7H,0 1 g/L (100x concentrada)

1,02
0,50
0,382
0,0103
15,04

100
100
100
10
300

A seguir, foram preparados os meios de cultivo conforme a Tabela 2B a seguir.

Tabela 2B. Quantidades de cada componente (A, B, C, D e E) e volumes de agua e dleo de
dendé utilizados em cada um dos 17 experimentos de preparo de meio de cultivo.

1 5 5 5 500
2 5 5 5 500
3 5 5 5 500
4 5 5 5 500
5 5 5 5 500
6 5 5 5 500
7 5 5 5 500
8 5 5 5 500
9 5 5 5 500
10 5 5 5 500
11 5 5 5 500
12 5 5 5 500
13 5 5 5 500
14 5 5 5 500
15 5 5 5 500
16 5 5 5 500
17 5 5 5 500

9,05
9,05
20,95
20,95
9,05
9,05
20,95
20,95
15
15
5
25
15
15
15
15
15

25,45
25,45
13,55
13,55
25,45
25,45
13,55
13,55
19,5
19,5
29,5
9,5
19,5
19,5
19,5
19,5
19,5

282
282
282
282
967
967
967
967
625
625
625
625
50
1200
625
625
625

Analise da atividade lipolitica

Uma curva padrdo de p-nitrofenol foi preparada em microplaca de 96 pogos, com nove pontos
em triplicata (200 pL por pogo) nas seguintes concentragdes em pmol/L: 450, 300, 150, 90, 60, 45,

30,15e7.
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Prepararam-se as seguintes solug¢des: solugdo A*, contendo, 3 mg/mL de p-NPP (palmitato de
p-nitrofenila) em isopropanol; e a solugdo B*, contendo tampao fosfato de sédio 50 mmol/L (pH 7),
triton X-100 0,44% e goma ardbica 0,11%.

Apds 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 168 horas de cultivo, aliquotas de 1.200 pL de
cada frasco foram retiradas em ambiente estéril e centrifugadas a 10.000 rpm e 4 °C por 15 min para
separar a fracdo das células e o sobrenadante do cultivo. Entdo, 20 uL de cada sobrenadante foram
misturados com 180 pL da solucdo C* (A*:B*, 1:9) em triplicatas na placa de 96 pocos. A placa foi
entdo incubada a 37 °C, e a leitura foi feita em intervalos de 10 s por 1 min a 410 nm. A atividade foi
calculada em funcdo de U/mL, em que U é definido como a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 umol de p-nitrofenol por minuto sob as condicdes de ensaio.

Analise estatistica do DCCR

Os dados de atividades enzimaticas de cada tempo foram tratados no programa PROTIMIZA,
gerando cinco conjuntos de analises estatistica. Dentre eles, estdo a ANOVA, a andlise de Pareto
para avaliacdo do efeito de cada variavel e suas interacdes, a equacdo gerada para modelar os valo-
res experimentais, o grafico de superficie das varidveis estatisticamente significativos e o coeficiente
de determinacdo (R?) que mede o ajuste entre os valores experimentais e preditos pelo modelo.

Cinética
De forma a complementar, os dados de atividades enzimaticas de cada um dos 15 tratamentos

do DCCR foram compilados num grafico que permite visualizar comparativamente os niveis de ativi-
dades obtidas no decorrer do tempo.

Resultados e discussao

As analises estatisticas (Tabela 3) indicaram que os dados referentes ao cultivo de 24 horas
atendem aos critérios para construcdo de um modelo preditivo. A andlise de Pareto (nivel de signi-
ficancia de 0,1) mostrou que as varidveis pH e concentracdo de fosfato de amdnio sdo estatistica-
mente significativas para o modelo de cultivo no tempo de 24 horas. A Figura 1 mostra a superficie
de contorno para essas varidveis, mostrando uma tendéncia de melhores resultados em pH mais
neutro e menores concentracdes de fosfato de amonio. No entanto, observou-se que as atividades
lipoliticas obtidas em 24 horas sdao consideravelmente inferiores as observadas em tempos mais
avancados de cultivo (Figura 2). As condi¢Ges de cultivo referentes aos frascos 1 e 2 resultaram em
atividades lipoliticas mais elevadas e em menor tempo. A terceira condicdo com maior atividade
lipolitica correspondeu ao ponto central do experimento estatistico e foi considerado o ponto de
6timo para o trabalho de referéncia com B. lata.

Tabela 3. Dados estatisticos do DCCR. x1 — pH do cultivo. x2 — concentragao de fosfato de amodnio. x3 — dleo de dendé.

24 Ha diferencga entre os tratamentos x12, x2, x1.x2, x1.x3 91,49
48 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -
72 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -
96 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -

168 N3o ha diferenga entre os tratamentos - -
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Fitted Surface; Variable: U/mL
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=7,068712
DV: U/mL

I > 16
<15
B <13
O<n
<9
<7
<5
<3
<1

Figura 1. Superficie de resposta do cultivo para as variaveis estatisticamente significativas
(pH e concentracdo de fosfato de amonio) no tempo de 24 horas.
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Figura 2. Cinéticas de cultivo por fermentagdo submersa. Burkholderia
gladioli BRM 58833 nas diferentes condi¢ées do DCCR.
Conclusao

As analises estatisticas dos dados indicaram que apenas o cultivo de 24 horas apresentou um
coeficiente de ajuste adequado do modelo gerado, porém com atividades lipoliticas inferiores aos
tempos mais longos. O modelo gerado indica que uma menor concentragdo de fosfato de amo-
nio e um pH préximo da neutralidade tendem a mostrar atividades lipoliticas mais elevadas. Essa
tendéncia foi verificada nos tempos subsequentes (48 horas, 72 horas, 96 horas e 168 horas). Os
resultados sugerem que a producao da lipase de Burkholderia gladioli BRM 58833 por fermentagao
submersa apresenta potencial de melhoria.
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Potassio liberado por biocarvao de lodo de esgoto
enriquecido com agromineral e acido oxalico
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Resumo

A correta destinagao do lodo do esgoto (LE) tem se tornado um grande desafio para sociedade.
O uso do LE in natura como fertilizante pode acarretar contaminagao por microrganismos patogé-
nicos e metais toxicos. O biocarvao de LE (BLE), obtido pela pirdlise do LE, é uma alternativa segura
para viabilizar o uso agricola do LE. O BLE é um fertilizante multinutrientes, porém apresenta baixa
concentracao de potdssio (K). Uma forma de tornar o BLE um fertilizante completo seria a adi¢do
de fontes alternativas de K, produzidas a partir da moagem de rochas silicaticas, como os sienitos.
No entanto, a baixa solubilidade do agromineral tem se tornado um empecilho para o uso desse
insumo. Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo avaliar a dindmica de liberagao de K oriundo
dos fertilizantes a base de BLE enriquecidos com pé de rocha e acido organico (oxalico) (FEs). Para
isso, os FEs foram incubados e avaliados nos periodos de 12 horas e 20 dias. Os resultados indicam
gue o acido oxalico potencializou a solubilizagcdo de K oriundo dos fertilizantes a base de biocarvao
e agromineral. Como essa é uma nova linha de pesquisa, mais estudos devem ser realizados para
ajustar as concentragdes e a forma de aplica¢do do acido oxalico a fim de aumentar a eficiéncia des-
ses fertilizantes.

Termos para indexag¢ado: biocarvao de lodo de esgoto, solubilizacdo de potassio, acido oxalico,
novos fertilizantes.

Introducao

O lodo de esgoto (LE) é um residuo gerado em grandes volumes nas esta¢des de tratamento.
A destinacgdo correta desse residuo ainda representa um grande desafio para a sociedade. Entre as
alternativas, em termos mundiais, destacam-se a reutilizacgdo em solos agricolas e a recuperagao
de areas degradadas. No entanto, a utilizagdo do LE in natura na agricultura é limitada em razao da
presenca de microrganismos patogénicos e metais toxicos (BRASIL, 2006). Uma possibilidade para
contornar esses problemas e viabilizar o uso LE é a realizagdao do tratamento térmico por pirdlise
(Deenik; Cooney, 2016).

O produto sdlido obtido pela pirdlise ¢ denominado biocarvao e tem sido usado como con-
dicionador do solo ou fertilizante capaz de substituir fontes minerais industrializadas (Faria et al.,
2018). O biocarvao de LE (BLE) é um fertilizante multinutrientes, principalmente C, P, N e Fe, mas
apresenta baixa concentracdo de K (Fachini et al., 2022).
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Uma alternativa para tornar os BLE um fertilizante mais completo é o seu enriquecimento
com fontes de K. Estudos ja demonstraram que o enriquecimento do BLE com fontes solluveis de
K gera um fertilizante de liberacdo lenta de K, com bom desempenho agron6mico e reduzidas
perdas por lixiviacdo (Fachini et al., 2022).

Uma linha de pesquisa ainda pouco estudada é a mistura de remineralizadores (agrominerais)
como fonte de K para enriquecer biocarvoes e produzir novos fertilizantes com matérias-primas sus-
tentdveis. A baixa solubilidade desses materiais ainda é uma limitacdo para a expansado do seu uso.
Uma possivel alternativa para aumentar a solubilidade de agrominerais é a adi¢cdo de dcidos organicos.

J4 é conhecido o potencial dos acidos organicos para solubilizar rochas potassicas (Duarte et
al., 2022). Logo, as informagdes ja disponiveis na literatura permitem levantar a hipétese de que
fertilizantes a base de BLE enriquecidos com p6 de rocha na presenga de acidos organicos podem
aumentar a liberagdo de K. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a dinamica temporal de
liberagdo de K oriundo dos fertilizantes a base de BLE enriquecidos com agromineral (sienito silica-
tico) e acido organico (oxalico).

Materiais e métodos

O BLE foi produzido a partir de amostras de LE coletadas na estacdo de tratamento de esgoto
(ETE) Melchior, localizada em Samambaia, DF. O LE seco ao ar foi triturado e posteriormente subme-
tido a temperatura de 300 °C em forno de pirdlise (Linn Elektro Therm, Eschenfelden, Alemanha), a
uma taxa média de aumento de temperatura de 2,5 °C min?, totalizando 120 minutos para atingir
300 °C, e tempo de residéncia de 5 horas. Antes da produc¢do dos fertilizantes, o BLE, foi caracteri-
zado fisica e quimicamente conforme metodologia padrao para fertilizantes organicos (Silva, 2009),
cujos resultados sdao apresentados na Tabela 1.

Os fertilizantes foram produzidos pela mistura fisica do BLE, agromineral (sienito silicatico) e
do amido como agente aglutinador. A quantidade total do agromineral e do agente aglutinador foi
estipulada de acordo com as caracteristicas do BLE. A mistura foi submetida aos processos de pele-
tizacdo e granulacdo para obtencdo de pellets e granulos (FEs).

Para avaliar a dindmica de liberacdo de K dos fertilizantes, foi realizado o experimento de in-
cubacdo conforme descrito em Bley et al. (2017). Os fertilizantes foram incubados em recipientes
contendo amostras de um Neossolo Quartzarénico. Antes do ensaio de incubacdo, foi feita analise
guimica e fisica do solo, conforme metodologia padrao (Silva, 2009), cujos resultados sdo apresen-
tados na Tabela 2.

Os FEs e o fertilizante mineral KCI foram colocados em sachés com malha permeavel de poliés-
ter e selados nas extremidades. Os sachés contendo os fertilizantes foram cuidadosamente inseri-
dos no meio da massa de solo de cada recipiente. Toda a massa de solo foi homogeneizada, e foi
retirada uma aliquota para determinacao dos teores de P pelo extrator Mehlich 1.

Os dados foram submetidos a analise de variancia com dois fatores, e as médias de trés repe-
ticoes foram comparadas pelo teste LSD de Fisher (p<0,05). Para tal, foi utilizado o software XLSTAT.

Resultados e discussao

As caracteristicas quimicas do biocarvao e dos fertilizantes a base de biocarvao sdo apresenta-
das na Tabela 1. De maneira geral, por causa da mistura do biocarvdo com o agromineral, a concen-
tracdo final dos nutrientes é reduzida nos fertilizantes.
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Tabela 1. Caracterizagdo do biocarvao e dos fertilizantes a base de biocarvao de lodo.

K,0 %
pH
Mat. Org. %
Umidade %
Relagdo C/N
P.O, (Total) %
N %
Ca %
Mg %
S %
Cu mg/kg
Fe mg/kg
Mn mg/kg
Zn mg/kg
C.Org %

0,3
6,5s
47,20
9,2
2,2
5,50
34
0,70
0,18
0,86
115
24900
134
400
7,5

0,3
6,1
41
5,4
9,5
4,2
2,5
0,63
0,24
0,77
88
20330

395
453
23,8

0,24
6,4
41,3
5,6
8,4
4,0
2,8
0,64
0,19
0,80
81
21440
368
415
23,9

Os atributos quimicos e fisicos do solo antes da incubacdo dos fertilizantes sdo apresentados na
Tabela 2. Os atributos indicam um solo com alto teor de areia e baixa disponibilidade de nutrientes.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas do Neossolo Quartzarénico.

pH (CaCl,)
Ca
Mg
Al
H+ Al
cTc*
P (Mehlich 1)
K
K
Mat. Org.
Sat. Al (m)
Sat. Base (V)
Argila
Areia

Silte

cmol /dm?
cmol /dm?
cmol /dm?
cmol /dm?
cmol_/dm?
mg/dm3
mg/dm3

%

%

%

%
g/ke
g/ke
g/ke

5,2
2,0
08

0,00
16
4,47
1,0

0,067
26
20,0

0
64
105,3
846,8
47,9

*CTC: capacidade de troca de cations.

Na Figura 1, sdo apresentados os teores de K liberados pelos FEs no inicio (12 horas) e ao final
do periodo de incubacdo (20 dias). A liberacdo de K ndo foi afetada pelo tipo de fertilizante (pellet ou
granulo) em ambos os periodos avaliados. Entretanto, a adicdo de acido organico estimulou a libe-
racdo de K dos fertilizantes (P < 0,05). Na primeira avaliacdo, doze horas apds o inicio da incubacao,
houve uma forte influéncia do 4cido organico na liberacao de K dos fertilizantes a base de biocarvao,
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tanto na forma de pellet quanto de granulo. Nesse periodo, a adicdo de dcido organico aumentou
a liberacdo de K em cerca de quatro vezes tanto para granulos quanto para pellet (Figura 1). Esses
resultados estdo em consonancia com os encontrados em estudos de solubilizacdo de rochas potas-
sicas pelo acido oxdlico (Lodi et al., 2021; Duarte et al., 2022).

Mesmo apds vinte dias do inicio da incubacdo, também foi verificado o efeito do acido oxalico
aumentando a liberagao de K. A manutengdo do efeito aos 20 dias indica duas possiveis explicagdes:
a) ndo ha degradacdo do acido e o seu efeito se preserva por pelo menos 20 dias apds a aplicagdo ao
solo; b) mesmo que tenha havido degradacdo do acido, ndo houve formacdo de compostos insoluveis
de K no solo. Por fim, no presente trabalho, nado foi possivel identificar a origem do K liberado (se do
agromineral ou do proprio biocarvao). Isso suscita a necessidade de novos estudos que contemplem a
identificacdo do K liberado.

2D Graph 11

-
N

I 12 horas
I 20 dias

-
o

-]

Potassio solubilizado (mg kg™

P+agua P+acido G+agua G+acido

Figura 1. Solubilizacdo de potassio de fertilizantes a base de biocarvao em dois periodos, 12 horas e 20 dias. Médias
seguidas por letras iguais, maiusculas entre tipos de fertilizantes e minusculas entre tipo de aditivo (agua ou
acido), ndo apresentam diferencas estatisticas entre fertilizantes de acordo com o teste LSD de Fischer (p<0,05).

Conclusao

O acido oxalico potencializou a solubilizacdo de K oriundo dos fertilizantes a base de biocarvao
e p6 de rocha (rico em sienito). Os efeitos do acido se preservaram por pelo menos 20 dias ap6s a
sua aplicacdo ao solo. Novos trabalhos devem ser realizados para ajustar as concentracdes e a forma
de aplicacdo do acido para elevar o seu efeito na solubilizacdo de K dos fertilizantes a base de bio-
carvdo e agromineral.
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Preparacao e caracterizacao de
aerogéis de celulose e amido
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Laiane Carvalho dos Santos?, Larissa Andreani Carvalho?, Simone Monteiro e Silva®, Leonardo Fonseca Valadares*

Resumo

Aerogéis sdo materiais sélidos com alta drea de superficie especifica, alta porosidade e baixissi-
ma densidade. Em razdo dessas e outras propriedades, os aerogéis encontram aplicagdes diversas,
como liberacdo controlada de compostos ativos, processos de sorcdo e isolamento térmico, dentre
outras. Quando feitos a partir de materiais de origem bioldgica, como polissacarideos, sdo denomi-
nados bioaerogéis. Neste trabalho, aerogéis puros e compdsitos foram produzidos a partir de amido
de batata e celulose de algoddo microfibrilada. Os aerogéis foram caracterizados quanto a morfolo-
gia e microestrutura, além da cristalinidade e interacdo entre os biopolimeros.

Termos para indexagdo: bioaerogéis, celulose microfibrilada, algoddao, compdsito, liofilizagdo.

Introducao

Os aerogéis sdo uma nova classe de materiais sélidos porosos, obtidos a partir da secagem de
um gel e produzidos principalmente a base de materiais inorganicos. Com o crescente interesse por
materiais mais sustentdveis, uma nova classe de aerogéis tem ganhado atencdo: os bioaerogéis,
aerogéis produzidos a partir de materiais renovaveis dentre os quais estdo os biopolimeros, como
amido, celulose, alginato e pectina. As caracteristicas inerentes desse material, como alta porosida-
de, alta drea de superficie especifica e baixa densidade, proporcionam um vasto campo de aplicacdo
que inclui desde processos de sorcdo até isolamento térmico.

A celulose e 0 amido sdo polissacarideos abundantes. A celulose possui alta resisténcia mecani-
ca, enquanto o amido possui a propriedade de formacao de gel quando aquecido em meio aquoso,
sendo um dos materiais mais versateis para aplicacdes em diferentes dreas, como engenharia de
materiais, area médica e alimenticia, dentre outras.

Neste trabalho, aerogéis de celulose de algoddo e amido de batata, puros e compdsitos, foram
produzidos e caracterizados. A celulose de algodao foi produzida em meio aquoso por processa-
mento mecanico, e a solucdo de amido foi obtida por gelatinizacdo. Os compdsitos foram produzi-
dos a partir da mistura da dispersdo aquosa de celulose com a solucdo de amido. Os aerogéis foram
obtidos pelo congelamento e pela posterior liofilizacao.

Materiais e métodos

Os materiais utilizados neste trabalho foram basicamente algodao hidréfilo comercial puro, da
marca Farol, e amido de batata (Sigma Aldrich, S2004).
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Inicialmente, prepararam-se os materiais precursores do aerogel: a celulose microfibrilada e
o amido gelatinizado. Uma dispersdo aquosa de celulose aproximadamente 0,25% (m/m) foi pro-
duzida cisalhando o algoddao em liquidificador (Britania, BLQ1280, 1150W) com um filtro acoplado.
Depois de todo o algodao ter sido disperso, o cisalhamento da celulose prosseguiu em homoge-
neizador ultraturrax (IKA, T25 D S32) em 10 ciclos de 5 min na velocidade de 20.000 rpm. O amido
gelatinizado foi produzido misturando amido de batata soluvel em 4gua destilada na proporcao de
4% (m/m). Antes de aquecer, o amido foi dispersado manualmente com uma espatula. Por ultimo, a
mistura foi mantida a 70 °C com agita¢do constante em banho maria por 30 minutos.

Os aerogéis foram produzidos com as seguintes composic¢des de celulose/amido: 100/0, 80/20,
50/50, 20/80 e 0/100. Para formar os compdsitos, os dois polimeros foram misturados naquelas
proporcdes com o auxilio do ultraturrax na velocidade de 15.000 rpm por 1 minuto, para homoge-
neizar a mistura. Em seguida, os hidrogéis foram adicionados em placas de Petri e tubos Falcon para
moldagem na forma de mondlitos, e congelados em freezer -18 °C por 24 horas e por mais 4 horas
no freezer a -80 °C. Por fim, o material foi seco em liofilizador (LIOTOP, K120) por 96 horas (Figura 1).

Amido Suspensao de
gelatinizado celulose

‘.—-——._. A
Biopolimeros
Ultra-turrax
: Aerogel
Hidrogel b /
\\.,_/
Freezer Liofilizador

Figura 1. Etapas da preparagdo dos aerogéis de celulose e amido.

Os aerogéis foram caracterizados quanto a densidade aparente (pa), a porosidade (P) e ao en-
colhimento volumétrico (EV), de acordo com as seguintes equacdes:

m

Pa= 75
4 (1)

V,—-V
V
h (2)
Pa Weelulose Wamido

P-—1=—= > P=1-p,%( -
Pb Pcelulose Pamido 3)

EV =

Em que m € a massa e V € o volume do aerogel, V, € o volume do hidrogel, w ew sdo

celulose amido
a fragdo massica da celulose e do amido no aerogel, respectivamente, p_, € a densidade da ce-
lulose e p_ . € adensidade do amido. De acordo com a literatura, a densidade da celulose da fibra

de algoddo é 1,50 g/cm (Chenget al., 2017) e a densidade do amido de batata é igual a 0,76 g/cm
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(Stasiak et al., 2013). A morfologia dos aerogéis foi analisada em microscdpio eletronico de varredu-
ra (JEOL, JSM 7001F). A cristalinidade foi avaliada por meio de difratometria de raios X (Bruker, D8
FOCUS). A interacdo entre os biopolimeros foi avaliada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (Shimadzu, Affinity-1).

Resultados e discussao

Os valores de densidade aparente, porosidade e encolhimento volumétrico dos aerogéis puros
e compositos podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Densidade aparente (p_), porosidade (P) e encolhimento volumétrico (EV) dos aerogéis.

100/0 0,004 + 0,001 99,7+0,1 355+7,6
80/20 0,012 £ 0,004 99,1+0,3 33,0%3,2
50/50 0,029 + 0,000 97,2+0,0 29,5+1,2
20/80 0,046 £ 0,003 94,6 +0,4 36,8+1,1
0/100 0,058 £ 0,007 92,3+0,9 343+1,2

A densidade aparente dos aerogéis ficou na faixa de 0,004 g/cm e 0,058 g/cm?, e a porosi-
dade ficou entre 92,3% e 99,7%. As densidades dos aerogéis, mesmo para o amido puro, sao bem
menores do que as reportadas para outros materiais porosos, como o poliestireno expandido (iso-
por), que é aproximadamente 0,1 g/cm(Arboleda et al., 2013). Na produgdo de aerogéis também
é comum observar uma diminui¢cdao no volume apds a liofilizagdo. Isso se deve a fatores como a
remocao do solvente (dgua), a composicdo e o grau de gelificagdo do material precursor. O encolhi-
mento volumétrico de todos os aerogéis foi relativamente préximo, ndo apresentando relagdo com
a densidade aparente do aerogel, variando de 29,5% a 36,8%. Os valores obtidos sdo menores do
gue os relatados no trabalho de Dogenski et al. (2020) para amido de milho e celulose microcristali-
na, utilizando secagem supercritica com CO2 (39%—-48%), e também no trabalho de Luo et al. (2019)
com esses mesmos materiais utilizando liofiliza¢ao (35,9%—-44,5%).

Imagens obtidas no estereomicroscépio sdo mostradas na Figura 2 e apresentam as diferencas
das estruturas porosas para os cinco aerogéis em baixa magnificacdo. A aparéncia dos aerogéis
apresenta diferenca considerdvel entre seus extremos de composicdo. E possivel ver que a estrutura
porosa diminui com a adicdo de amido, de modo que o aerogel se torna mais denso e compacto.
Analogamente, o aerogel de celulose puro é visto como uma esponja, enquanto o aerogel de amido
puro assemelha-se a um isopor.
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Figura 2. Imagens da superficie dos aerogéis obtidas por estereomicroscopia (fundo) e fotografias
(canto superior direito): a) 100/0, b) 80/20, c) 50/50, d) 20/80, e) 0/100. As barras amarelas
correspondem a 25 mm e as barras brancas correspondem a 2 mm de comprimento.

A Figura 3 apresenta imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos aerogéis
onde é possivel observar que o aerogel de celulose pura (Figura 3a) apresenta a forma de uma rede
tridimensional, andloga a uma teia de aranha, que é resultado da formacao dos cristais de gelo du-
rante a fase de congelamento e a adesao das fibras celuldsicas por agao das forgas capilares durante
a liofilizagao.

Figura 3. Imagens de microscopia eletronica de varredura dos aerogéis de celulose/
amido: a) 100/0, b) 80/20, c) 50/50, d) 20/80, e) 0/100.

Nos aerogéis com concentragdes baixa e intermedidria de amido (Figura 3b, 3c), observam-se
as microfibras embutidas dentro de uma matriz de amido. Por outro lado, com uma concentragdo
maior de amido (Figura 3d, 3e), verificam-se estruturas mais compactas e densas, em formato de
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folhas, que sdo geralmente atribuidas ao crescimento lento de cristais de agua que comprimem a
rede do gel em agregados planares (Baudron et al., 2019).

A Figura 4 mostra os padrées de difracdo de raios X (DRX) dos aerogéis, e algumas diferencas
com respeito a cristalinidade sao observadas. Como esperado, o material de celulose pura apresen-
ta picos de difracdo referentes a presenca de estrutura cristalina em 20 = 22,9° decorrente do plano
cristalino (200), e os picos sobrepostos e 110 (14,8° e 16,7°, respectivamente), caracteristicos do
polimorfo | da celulose (Nindiyasari et al., 2015). Verifica-se que esses picos diminuem com a adicdo
de amido, ndo sendo observados na amostra 0/100, o que indica que o amido nos aerogéis é amor-
fo, por causa do processo de gelatinizacdo e da posterior secagem dele.
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Figura 4. Difracdo de raios X (DRX) (esquerda) e espectros de FTIR (direita) dos aerogéis.

Como pode ser observado na Figura 4, os espectros no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) dos aerogéis se assemelham bastante, apresentando varia¢des sutis na regido do fin-
gerprint (1.640 cm™-700 cm™). Bandas caracteristicas foram detectadas a 3.400 cm™, 2.900 cm™,
1.640 cm™, 1.429 cm™-1.371 cm™, 1.159 cm™-1.059 cm™, as quais representam, respectivamente,
estiramento O-H, estiramento C—H, 4gua fortemente absorvida, estiramento éster C-O e estira-
mento C—0 de grupos funcionais alcool (Hivechi et al., 2020). Um pico em 1.732 cm™ foi observado
apenas para o espectro de celulose pura, o qual é atribuido a vibragdao de C=0 do grupo carboxila.
As bandas menos intensas, observadas em 2.400 cm™, sdo atribuidas a adsor¢do de CO, gasoso na
superficie do material (Silverstein et al., 2006). A diminui¢ao na intensidade dos picos dos aerogéis
contendo amido em relagao ao espectro de celulose pura pode ser explicada pelo recobrimento das
fibras pela matriz de amido.

Conclusao

Neste trabalho, aerogéis com baixa densidade e alta porosidade foram sintetizados a partir de
celulose e amido por meio da técnica de liofilizagdo. Imagens de MEV e de estereomicroscépio mos-
traram uma estrutura tridimensional interconectada para aerogéis com maiores teores de celulose
e estruturas densificadas para os aerogéis de amido, enquanto analises de DRX mostraram uma
diminuicdo na cristalinidade com a adicdo de amido, indicando que o amido nos aerogéis é amorfo.
Ademais, espectros de FTIR mostraram que ndo houve interacdo quimica significativa entre os bio-
polimeros, apenas uma reducdo na intensidade dos picos dos aerogéis contendo amido em relacdo
aos de celulose pura, provavelmente em razdo do recobrimento das fibras pela matriz de amido.
Verificou-se que a celulose proporciona maior porosidade enquanto o amido proporciona maior
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densidade. Dessa forma, esse material encontra aplicagdes que variam desde processos de sorgao e
liberagdo controlada de compostos bioativos até aplicagdes como embalagens de alimentos, isola-
mento térmico, dentre outros.
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