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RESUMO

Atualmente, novas formas renovaveis de energia vem sendo discutidas devido
aos riscos e danos socioambientais causados pelo petrdleo. Uma alternativa
renovavel sao os biocombustiveis, como o bioetanol. Neste trabalho foi realizado
uma revisdo da literatura sobre o etanol de terceira geracéo utilizando os
polissacarideos extraidos da macroalga Kappaphycus alvarezii como fonte de
acgucar fermentescivel. A utilizagdo de algas marinhas na produgao de etanol é
promissora, pois as algas ndao competem com a area agriculturavel, nao requer
a utilizacao de fertilizantes quimicos, ndo danifica o solo, devido aos impactos
ambientais causados pelo frequente monocultivo, e ndo requer de agua potavel
para irrigacado. O cultivo de algas marinhas requer somente, agua do mar, luz
solar e CO2. Uma pesquisa de processos de patentes no banco de dados do
INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial) foi realizada. Essa pesquisa
teve como principal objetivo verificar a produgdo de inovagao tecnoldgica no
ramo da produgcdo de etanol a partir de macroalgas. Uma patente muito
importante, no que diz respeito a produgéo de inovagéao tecnolégica no Brasil, foi
encontrada, ela pertence a Universidade Federal do Rio de Janeiro, onde foi

desenvolvido um processo inédito de produgéo de etanol utilizando macroalgas.

Palavras-chave: Algas, Biomassa, Combustivel, Etanol, Kappaphycus alvarezii.
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1 INTRODUCAO

Os biocombustiveis sao produzidos a partir de fontes renovaveis, ou seja,
€ qualquer combustivel oriundo de produtos vegetais ou de compostos de origem
animal. As fontes mais utilizadas sdo a cana-de-agucar, milho, oleaginosas,
como semente de girassol, madeira e celulose. Além dessas fontes, a biomassa
proveniente de microalgas e macroalgas, também pode ser utilizada na
producgédo dos biocombustiveis (BIODIESELBR, 2009). Segundo a ANP (Agéncia
Nacional do Petroleo, Gas Natural e Bicombustiveis), cerca de 45% da energia
e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil sdo de fontes renovaveis. Esse
fato, torna o Brasil pioneiro no uso de biocombustiveis, alcangando uma posigao
almejada por muitos paises que buscam alternativas renovaveis ao uso de
petréleo (ANP, 2015).

A utilizagdo de formas renovaveis de energia vem sendo discutida devido
aos potenciais riscos e danos socioambientais causados pelo petrdleo, os
biocombustiveis sdo uma alternativa energética renovavel por diminuir a
emissao de gases do efeito estufa, como o diéxido de carbono (CO2). Porém, a
produgdo de biocombustiveis também possui limitagdes, uma delas é a
exigéncia de extensas areas de cultivo, que com o aumento de demanda pode
competir com o setor agricola. Uma maneira de contornar esse problema, é
utilizar outras fontes de biomassa, como por exemplo, os residuos
agroindustriais. Eles s&o gerados em abundancia, para utiliza-los € necessario o
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos (FERREIRA, 2015).

O etanol pode ser classificado como primeira, segunda e terceira geragao.
Os combustiveis de primeira geragédo sao o biodiesel e o etanol, que podem ser
produzidos a partir do o6leo vegetal, gordura animal, amido ou acgucar
(CARVALHO, et al., 2013). O etanol de segunda geragao utiliza residuos
lignoceluldsicos como fonte de carboidratos, essa biomassa é constituida por
celulose, hemicelulose e lignina. Para serem utilizados no processo de produgéo
de etanol, a parede celular da biomassa lignocelulésica deve ser submetida a
um processo eficiente que torne disponiveis os mondmeros de glicose, para que
assim possam ser transformados em etanol por meio da fermentagdo (PEREIRA
Jr. et al., 2008). O etanol de terceira geragao utiliza biomassa marinha como



fonte de agucares para a producéo de biocombustiveis. O processo de produgao
€ um desafio, pois é necessario aprimorar as etapas de extragao e fermentacéao
dos polissacarideos presentes na biomassa algal (WANDERLEY, 2013).

As algas podem ser usadas para a producao de biodiesel e etanol, o
primeiro a partir de lipideos e o outro de polissacarideos extraidos das algas.
Para obtencdo do etanol de terceira geragao é possivel utilizar macroalgas e
microalgas. Estudos mostram o potencial da macroalga Kappaphycus alvarezii
como matéria-prima para a produgao de bioetanol, esta espécie é fonte de
carragenana, que possui diversa aplicagdo na industria, principalmente
alimenticia. E encontrada principalmente na regido do Indo-Pacifico e foi
introduzida no Brasil em 1995 pelo Instituto de Pesca de Sao Paulo em parceria
com o Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (PAULA e
PEREIRA, 1998). A espécie Kappaphycus € a primeira macroalga exotica
liberada para ser produzida no Brasil. Ela foi introduzida com a finalidade de
suprir o mercado local de kappa carragenana. Para introduzir uma espécie no
litoral brasileiro foram necessarios varios estudos com o intuito de avaliar os
riscos ambientais (PAULA et al., 1999; BULBOA et al., 2007). Somente em 2008,
pela Instrugdo Normativa N° 185 (IBAMA), foi permitido o cultivo da Kappaphycus
alvarezii entre a Baia de Sepetiba (RJ) e a llha Bela (SP) (GOES, 2009).

A vantagem em se utilizar algas na produgido de etanol € que n&o é
necessario degradar a sua parede celular, enquanto que um dos principais
desafios da produgdo de etanol de segunda geragcéo é romper a estrutura da
parede celular da biomassa lignoceluldsica. Além disso, a utilizagdo de algas
marinhas é bastante promissora, pois ndo compete com a area agriculturavel,
nao requer a utilizagao de fertilizantes quimicos, nao danifica o solo através dos
impactos ambientais causados pelo frequente monocultivo e ndo requer de agua
potavel para irrigacao; o cultivo de algas marinhas utiliza somente, agua do mar,
luz solar e CO2 (DEMIBRAS, 2010; JUNG et al., 2012; PARK et al.,2012; JOHN
etal., 2011).

As macroalgas sao capazes de converter energia solar em energia
quimica com uma eficiéncia maior quando comparada a de biomassa terrestre.
Essa eficiéncia fotossintética faz com que sua taxa de crescimento seja superior
a de outros vegetais, assim como sua taxa de absor¢cao de CO2, com isso, a

utilizagcao de macroalgas € uma opg¢ao mais sustentavel (BORINES et al., 2011;
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JOHN et al., 2011; JUNG et al., 2012). Com o passar dos anos e com a limitagao
dos recursos hidricos, o esgotamento dos combustiveis fésseis e 0 aumento do
efeito estufa, faz com que o uso de biomassa marinha para produzir
biocombustiveis se torne viavel.

O objetivo principal deste trabalho é realizar uma revisdo sobre a
producdo de bioetanol utilizando a biomassa da macroalga Kappaphycus
alvarezii como fonte de acucar fermentescivel. E também, realizar uma busca de
patentes com a finalidade de verificar a produgao de inovagao tecnoldgica no

Brasil, no ramo de bioetanol de terceira geragao.
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2 OBJETIVO

Elaborar uma revisao bibliografica sobre a producao de etanol a partir da
macroalga Kappaphycus alvareZzii.

Avaliar a produgdo de inovacédo tecnologica nos bancos de patente
utilizando as palavras chaves: Algas, Biomassa, Combustivel, Etanol,

Kappaphycus alvarezii.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bioetanol no Brasil

No inicio de 1920, ocorreram as primeiras experiéncias com o alcool
combustivel, tornando o mercado de cana mais estavel. Nesse mesmo periodo
o0 mercado brasileiro de cana perdia espago no mercado externo, devido a
introducéo da cultura de cana em Cuba e o desenvolvimento de tecnologia para
a producdo de acucar a partir de beterraba pelos franceses. (ANCIOES, 1980;
MICHEL Jr., 2010). Na década de 30, pelo decreto n° 197 17 de 20 de fevereiro
de 1931, tornou-se obrigatorio a adicdo de 5% de alcool a gasolina importada,
com a intengdo de regularizar a situagdo do setor agucareiro (PAMPLONA,
1984). Apds algumas pesquisas, descobriu-se que a mistura ideal de alcool
anidro, para usar nos motores existentes, era de 20% (BRANDAO, 1984).

Na década de 70, com a crise do petrdleo, a partir de uma iniciativa
governamental, foi criado o programa nacional do &lcool, chamado de ProAlcool.
O programa tinha como objetivo apoiar o desenvolvimento tecnolégico das
industrias sucroalcooleiras, tendo como finalidade, substituir os combustiveis
derivado do petrdleo como a gasolina por etanol. O programa foi dividido em trés
fases, na primeira fase, de 1975 até 1979, o foco era na produgao de etanol
anidro para ser misturado a gasolina, aproveitando a infraestrutura existente,
implantando destilarias anexas as usinas de agucar. Na segunda fase,
conhecida como o auge do Proalcool, compreende de 1980 até a metade da
década de 80, o foco passou a ser na produgédo do etanol hidratado, para ser
usado puro nos automoéveis com motores adaptados a esse combustivel. O
declinio do Proalcool ocorreu na terceira fase, na segunda metade da década de
80 devido ao aumento da divida interna e externa, a elevagéo das taxas de juros
no mercado internacional, a redugéo do prego do petréleo e ao fim do subsidio
do governo ao setor sucroalcooleiro (CARVALHO e CARRIJO, 2007)

Na década de 80, mais de 90% dos automodveis vendidos no Brasil
utilizavam etanol como combustivel, mas no final dessa mesma década o preco
do petrdleo voltou a cair e com isso, a producao de etanol hidratado diminuiu. Ja

no final da década 90, apenas 1% dos carros vendidos possuiam motores
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movidos a etanol. E, mesmo com as oscilagdes do mercado pds ProAlcool, o
etanol manteve-se como um importante componente na matriz energética
brasileira, uma vez que por exigéncia da legislagdo ambiental, o etanol anidro
passou a ser misturado a gasolina em percentuais de até 25%. Além disso, as
industrias automotivas passaram a fabricar em grande escala os carros
bicombustiveis, também chamados de modelos flex, que utilizam tanto etanol
quanto gasolina, garantindo assim a produgao de etanol (ANP, 2011).

Mesmo com o fim do programa Proalcool, as pesquisas para o
desenvolvimento de tecnologias continuam sendo incentivadas pelo governo. A
producdo de etanol no Brasil possui algumas vantagens em relagdo a outros
paises, como exemplo, o dominio do processo de produgado e a abundancia de
terra agricultavel, devido a essas vantagens o Brasil possui 0 menor custo de
producdo de etanol do mundo (CARVALHO, 2013). Atualmente, vem sendo
discutidas fontes alternativas de producéo de etanol, com o intuito de aumentar
a producéo para atender a demanda mundial. Uma alternativa é a conversao de
material lignocelulésico em acgucares fermentesciveis, chamado de etanol de
segunda geracdo. Ha também o etanol de terceira geragdo que utiliza a
biomassa algal ou plantas geneticamente modificadas (BUCKERIDGE et al.,
2010).

O etanol pode ser classificado como primeira, segunda ou terceira
geracao. O etanol de primeira geragao pode ser produzido da cana-de-agucar,
beterraba doce, trigo, mandioca e milho. O maior produtor de etanol de milho &
os Estados Unidos, seguido do Brasil que utiliza cana-de-agucar e a Unido
Europeia que utiliza batatas e beterrabas para produzir alcool. O processo de
producao do etanol de cana-de-acucar é simples, ocorre pela fermentagao do
caldo que possui aproximadamente 15% de sacarose, esse caldo € esterilizado
e purificado, apds essas duas etapas a fermentagao ¢é realizada por leveduras
Saccharomyces cerevisiae e o etanol é separado do caldo fermentado por
destilacdgo (MACEDO, 2008; CARVALHO, 2013). Uma desvantagem da
producdo de combustiveis de primeira geragcéo é a competicdo com a producao
de alimentos, pela utilizagcdo de areas agricultaveis; mas a vantagem de se
produzir esse tipo de combustivel é que estudos constataram uma reducao
significativa no consumo de combustiveis fosseis acarretando na queda das
emissoes globais (CARVALHO, 2013).
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O etanol de segunda geracdao € produzido a partir de materiais
lignoceluldsicos presentes em residuos de origem vegetal como, aparas de
madeiras, bagaco e palha de cana, sabugo de milho, entre outros. Para produzir
o etanol de segunda geragdao € necessario degradar a parede celular dos
residuos vegetais, ou seja, separar a celulose, hemicelulose e lignina, para
utilizar os polissacarideos como fonte de acgucares fermentesciveis
(BUCKERIDGE et al., 2010). A vantagem dessa abordagem € a reducdo da
competicdo entre os biocombustiveis e os alimentos. O aproveitamento do
bagagco gera mais etanol por area plantada, necessitando de menos area
agricultavel para a produgédo de etanol (MARQUES, 2009). O Brasil possui
vantagens competitivas em relagdo aos outros paises, como menor custo e a
facil disponibilidade de grandes quantidades de matéria-prima, outra vantagem
€ integrar essa tecnologia as estruturas das unidades produtoras ja existentes,
com a finalidade de reduzir os custos de instalagao e operagao. Além disso, com
a proibigdo da queima da palha da cana e com a implantacdo da colheita
mecanizada, resultara em excedentes de bagag¢o e palha que podem ser
transformados em etanol de segunda geragdo (PACHECO, 2011).

Em 2014, a GranBio, empresa brasileira de biotecnologia industrial,
inaugurou a primeira usina de etanol celuldsico do Brasil no estado de Alagoas,
apds um més de operagao esperava-se que a planta produzisse 1 milhdo de
litros por més de etanol, e passado um ano atingisse a sua capacidade maxima
que é de 8 milhdes de litros por més. Até o momento, o melhor més de produgao
alcancou 1,5 milhdes de litros, o que era esperado para a fase inicial. Mesmo
com todas essas frustragoes, a GranBio acredita que possa alcangar o prego do
etanol de primeira geragdo em um ano (NOVACANA, 2015).

3.2 Algas

A classificagao mais recente dos seres vivos foi sugerida por Woese e
seus colaboradores. Eles classificaram os seres vivos em trés Dominios:
Bacteria, Archaea e Eucarya. Essa classificagao foi baseada na comparagéo do
RNA ribossémico, com isso o dominio procarionte foi dividido em Archaea e
Eucarya (WOESE et al., 1990). Devido a essa nova classificagao, as algas estao

presentes em dois dominios, Bacteria e Eucarya.
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As algas do dominio Bacteria sao as cianobactérias, elas sao
procariontes (nédo possuem um nucleo organizado ou organelas rodeadas por
membranas e seu DNA esta disperso no citoplasma), unicelulares e autotrofas
(VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

As cianobactérias nao possuem cloroplastos, porém, por serem
organismos autétrofos fotossintetizantes, apresentam clorofila, principalmente
do tipo a. A clorofila a é o principal pigmento da fotossintese, ela possui uma
absor¢cdo maxima em 680nm (MADIGAN, 2010). Outro pigmento
fotossintetizante que se destaca é a ficobilina que confere cor azulada as
cianobactérias (por isso também sdo chamadas de algas azuis), mas também
podem apresentar coloragdo esverdeada, avermelhada ou enegrecida. Além dos
pigmentos fotossintetizantes, as cianobactérias possuem carotenoides como o
beta-caroteno (PAULA et al., 2007). As cianobactérias armazenam amido como
reserva energética, esse amido também é chamado de amido das cianoficeas.
As cianobactérias podem viver em ambientes extremamente diversos, podendo
sobreviver a temperaturas de até 74°C ou em temperaturas muito baixas. A
maioria das algas azuis sdo de agua doce, algumas formas marinhas resistem a
altas salinidades, e algumas formas terrestres vivem sobre rochas ou solo umido.
Ha também as que se associam com os fungos, formando os liquens (VIDOTTI
e ROLLEMBERG, 2004; PAULA et al., 2007).

As algas do Dominio Eucarya sédo dividias em dois reinos, Protista e
Plantae. As algas do reino protista sdo unicelulares, autotrofas, possuem
envoltério nuclear e organelas membranosas como mitocéndrias, cloroplastos,
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, apresentam pigmentos no interior
dos plastos como clorofilas, carotenos e xantofilas. Sdo esses pigmentos que
permitem a realizagao da fotossintese. As algas do reino Protista sao divididas
em trés filos, Euglenophyta, Pyrrophyta e Crysophyta (VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004).

No filo Euglenophyta, a maioriadas algas sao unicelular, possuem um ou
dois flagelos, ndo possuem parede celular. O que reveste a membrana
plasmatica, internamente, € uma pelicula protéica. As algas do filo Euglenophyta
sdo autétrofas, possuem muitos plastos contendo as clorofilas a e b e carotenos.
A clorofila b, assim como a clorofila ¢ e d, sdo pigmentos acessorios que ajudam

a ampliar a faixa de luz utilizada na fotossintese, a clorofila b possui uma
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absor¢ao maxima em 660 nm (MADIGAN, 2010). As euglenas armazenam
graos de paramilo, carboidrato como o0 amido que n&o apresenta reagdo com o
iodo, como reserva energética. Essas algas ocorrem em ambientes marinhos ou
de agua doce. Sua reproducgao ocorre de forma vegetativa, por meio da divisdo
longitudinal da célula. Em condi¢des desfavoraveis, as euglenas se transformam
em cistos que permanecem dormente até que as condigbes ambientais se
tornem favoraveis (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; PAULA et al., 2007).

No filo Pyrrophyta, os organismos apresentam dois flagelos: um flagelo
longitudinal e um flagelo transversal, esses organismos s&o denominados de
dinoflagelados, a maioria deles séo fitoplancténicos, mas também podem ser
encontrados em agua doce. As algas do filo Pyrrophyta sédo autétrofas,
unicelulares, e quando presente, a parede celular € composta de celulose. Além
disso, apresentam clorofilas a e ¢, caroteno e xantofilas exclusivas, como a
peridinina. Elas armazenam amidos e 6leos como reserva energética. As
pirréfitas se reproduzem vegetativamente através de uma simples diviséo celular
ou reproducgdo sexuada através da formagao de gametas. Sdo responsaveis pelo
fenbmeno maré vermelha, que corresponde a proliferagcdo excessiva de uma
espécie, as mais comuns sao as epécies Prorocentrum, Ceratium, Cochlodinium,
Gymnodinium e Alexandrium, esse fendmeno ocorre em aguas costeiras ricas
em nutrientes, podendo causar a morte de peixes pelo consumo exagerado de
oxigénio e produgéao de toxinas (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; PAULA et al.,
2007).

O filo Chrysophyta € composto pelas algas douradas e diatomaceas, séo
organismos marinhos e de agua doce, fazem parte da composicdo dos
fitoplancton e também podem estar aderidas a um substrato. As algas douradas
sdo organismos unicelulares, autoétrofos, armazenam 6leos como reserva e
apresentam as clorofilas a e ¢, caroteno e fucoxantina (pigmento acessorio
carotenoide de cor castanho-dourado). Essas algas podem se deslocar com a
ajuda de flagelos ou de pseuddpodes. As algas douradas, geralmente, nao
apresentam parede celular, ja as diatomaceas possuem parede celular formada
de silica e sao responsaveis pela formagao do sedimento “terra de diatomaceas”,
bastante utilizado nas industrias como filtros de liquidos, isolante térmico,
abrasivo e também como indicador de petrdleo e gas (VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004; PAULA et al., 2007).
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No reino plantae as algas pluricelulares, eucariontes e autétrofas, sdo
chamadas de macroalgas e estado divididas nos Filos Chlorophyta, Rhodophyta
e Phaeophyta (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).

As algas verdes estao presentes no filo Chlorophyta, sdo responsaveis
pela maior parte da producéo de oxigénio disponivel no planeta e sdo um dos
componentes mais importantes do fitoplancton. As algas verdes armazenam
amido, dentro do cloroplasto, associados aos pirenoides (regides diferenciadas
dos cloroplastos, que correspondem a centros de formacdo de amido) e
apresentam os pigmentos clorofila a e b, carotenos e xantofilas. As algas verdes
sd0 organismos de agua doce ou salgada. Em simbiose com os fungos, as algas
verdes formam os liquens. Além disso, essas algas podem apresentar flagelos
nas fases vegetativa, reprodutiva ou em ambas. As algas verdes se reproduzem
de forma vegetativa, espodrica e gamética (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004;
PAULA et al., 2007).

As algas pardas pertencem ao filo Phaeophyta, sdo organismos
predominantemente marinhos, microscépicas ou macroscoépicas, pluricelulares
e tem a parede celular formada por uma camada interna de celulose e outra
externa de alginato que confere resisténcia e flexibilidade para suportar choques
mecanicos. A reproducdo das algas pardas é sexuada por meiose gamética ou
esporica. Os esporos e gametas masculinos apresentam flagelos, os quais séo
as unicas células flageladas do ciclo de vida das faeofitas. Essas algas
armazenam polissacarideos do tipo laminarina e manitol como material de
reserva. Vivem fixadas em um substrato ou flutuando, sdo as maiores algas
existentes. Os pigmentos encontrados nas células das algas pardas séo as
clorofilas a e c, carotendides e fucoxantina (responsavel pela coloragéo parda
dessas algas) (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; PAULA et al., 2007).

As algas vermelhas, que fazem parte do filo Rhodophyta sdo algas
marinhas bentbnicas. Na sua maioria sdo pluricelulares, existindo poucos
géneros unicelulares. A parede celular, dessas algas, é formada por uma
camada interna rigida de celulose e uma externa formada por polimeros de
galactanas, como o agar e as carragenanas. Algumas algas apresentam
deposig¢ao de carbonato de calcio na parede, o que confere rigidez ao talo. As
roddfitas sdo caracterizadas pela auséncia de flagelos, durante seu ciclo de vida.
A reproducéo pode ser vegetativa, esporica e gamética. A reproducéo vegetativa
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ocorre pela fragmentagao do talo, a espodrica pela formagéao de esporos e na
reproducao gamética o gameta aflagelado (espermacio) é transportado e fixado
no orgao sexual feminino, denominado de tricogine, onde ocorre a fecundagéo
no carpogdnio. As rodofitas possuem clorofila a e d, carotenoides e ficobilinas
(ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina). A coloragéo avermelhada ocorre devido
a presenga do pigmento ficoeritrina, um dos pigmentos mais importantes pois
absorve a cor verde, amarela e vermelha. Outro pigmento importante é a
ficocianina que absorve a luz azul, verde e amarela. Essas faixas do espectro
sdo as que mais penetram no fundo do mar, por isso as rodéfitas sobrevivem em
ambientes de baixa luminosidade (HOEK et al., 1998).

armazenam amido no citoplasma como material de reserva, vivem fixadas no

As algas vermelhas

substrato e sdo encontrados em ambientes marinhos de agua quente (VIDOTTI
e ROLLEMBERG, 2004; PAULA et al., 2007).

A tabela 1 apresenta um resumo das principais caracteristicas, discutidas
ao longo deste item, das algas pertencentes aos Filos Cyanobacteria,

Euglenophyta, Pyrrophyta, Crysophyta, Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta.

Tabela 1: Resumo das principais caracteristicas das algas.

Dominio Bactéria Eucarya
Divisédo Cyanobacteria Euglenophyta Pyrrophyta Crysophyta Chlorophyta  Phaeophyta Rhodophyta
Orgcaer?lljzlgfao Unicelulares Unicelulares Unicelulares  Unicelulares  Pluricelulares Pluricelulares Pluricelulares
Tipo de P . E . E . E . E . E . E .
células rocariontes ucariontes ucariontes ucariontes ucariontes ucariontes ucariontes
Quando
Parede Presente Ausente presente, é Ausente Celulose Celu'lose e Celulose e
celular composta alginato galactana
de celulose
Tipo de Autétrof Autétrof Autétrof Autétrof Autétrof Autétrof Autétrof
Nutrigao utétrofas utétrofas utétrofos utétrofos utétrofos utétrofos utétrofos
Cloroplasto Ausente Presente Presente Presente Presente Presente Presente
Clorofila a aeb aec aec aeb aec aed
Reserva Amido das . Amidoe  Crisolaminarina . Laminarina e Amido das
e . . Paramilo A X Amido . 3
energética  cianobactérias 6leo e oleos manitol florideas
.Outros ficobiliproteinas  Xantofilas Xantofilas Xantofilas Xantofilas Xantofilas f'COb'“prOt?maS
pigmentos e xantofilas
Carotendide Beta caroteno Beta Beta Beta caroteno Beta Beta Beta caroteno
caroteno caroteno caroteno caroteno
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3.3 Kappaphycus Alvarezii

A alga marinha do género Kappaphycus alvarezii pertence ao grupo das
algas vermelhas, Filo Rhodophyta, Classe Floredeophyceae, Ordem
Gigartinales e Familia Solieriaceae. Descrita anteriormente como Euchema
alvarezii foi separada por Doty em 1987 devido algumas -carateristicas
morfolégicas e anatdmicas, mas principalmente pela presenga do polissacarideo
carragenana kappa (DOTY,1988). Mesmo pertencendo ao grupo das algas
vermelhas, a macroalga Kappaphycus alvarezii pode apresentar pigmentagdes
variadas como vermelho, castanho, amarelo ou diferentes tons de verde, como
mostrado na Figura 1, além disso pode atingir um metro de comprimento e pesar
mais de um quilo (HAYASHI, 2007).

Figura 1: Diferentes cores da macroalga Kappaphycus alvarezii. Fonte:
http.//seaweedconsulting.com/algas/

A alga vermelha Kappaphycus alvarezii € de grande importancia
comercial por ser a principal fonte de kappa carragena, um hidrocoléide bastante
utilizado nas industrias como agente espessante e estabilizante. Além disso, em
alguns paises, é utilizada como fonte alimenticia, principalmente em saladas e
também como bioindicadores de poluentes de metais pesados como, chumbo e
cadmio (TRONO, 1998).

A Kappaphycus alvarezii € uma espécie perene, com alternancia de trés
geragdes no seu ciclo de vida: esporofitica, gametofitica e carposporofitica,
sendo as duas primeiras isomorficas e a ultima parasita do gametéfito feminino.
Os orgaos reprodutores masculinos ndo foram encontrados em plantas

cultivadas pois sao dificeis de serem reconhecidos no meio natural (ARECES,
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1995). A Kappaphycus alvarezii € uma espécie com alta taxa de crescimento,
cultivada em areas rasas, se adaptam a altos niveis de iluminagao, preferem
temperaturas entre 20 a 32°C, aguas limpas e claras, mas podem crescer
também em aguas turvas causadas por sedimentagao (HAYASHI, 2007). Essa
alga é encontrada na regidao Indo-Pacifico, principalmente em areas de recifes
de corais do Leste da Africa até Guam, China, Jap3o e llhas do Sudeste Asiatico
(DOTY, 1987; ARECES, 1995).

No Brasil, a espécie de macroalga Kappaphycus alvarezii foi introduzida
experimentalmente em 1995, na baia de Ubatuba, Sdo Paulo, com o objetivo de
verificar a possibilidade de produzi-la comercialmente sem causar danos
ambientais e suprir a demanda tornando o Brasil autossuficiente na producéo de
carragenana. Em 2008 o IBAMA, por meio da Instru¢gdo Normativa n°185,
legalizou uma area do litoral brasileiro para o cultivo dessa alga que compreende
desde a Baia de Sepetiba, localizada no estado do Rio de Janeiro, até o
municipio de llha Bela no estado de S&do Paulo (PAULA, 2001). Essa Instrucao
exige que o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA/MMA) executem o monitoramento ambiental da produgéo
de Kappaphycus alvarezii.

Umas das técnicas de cultivo mais conhecidas ¢é a “tie-tie” (Figura 2) onde
porcoes do talo sdo amarrados em cabos de cultivos que, por sua vez, podem
ser mantidos fixos ao fundo ou em sistemas flutuantes. Uma nova técnica foi
desenvolvida para substituir a tradicional tie-tie, esse sistema de cultivo é
utilizado no Brasil e consiste em utilizar balsas flutuantes. Os tubos de PVC sé&o
usados como flutuadores e as mudas de Kappaphycus alvarezii sdo colocadas
dentro de redes tubulares (Figura 3) oferecendo uma maior protegao contra a
agao mecanica das correntes marinhas. E, quando comparada com a técnica
tradicional, a técnica de balsas flutuantes apresenta tempo de manejo reduzido
e baixo custo, mas com relacdo a taxa de crescimento das mudas e na qualidade
da carragenana nao ha diferenca (GOES e REIS, 2011).
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Figura 2: Sistemas de cultivos de macroalgas, estrutura fixa (A) e estrutura
flutuante (B) (SANTOS, 2014).

Figura 3: Cultivo de algas no Brasil em redes tubulares. (COSTA, 2015;
SANTOS, 2014)

A Kappaphycus alvarezii, atualmente € uma das espécies mais cultivadas
no mundo, pois é responsavel, juntamente com a E. denticulatum, por 70% de
toda carragenana produzida (ARECES, 1995). A carragenana no Brasil era
extraida da espécie nativa H. musciformis. Devido a sua pequena producgao de
carragenana prop0s-se a introdugédo de espécies exoéticas como a K. alvarezii,
devido a facilidade de cultivo e com o intuito de diminuir a importagcado deste
hidrocoléide (PAULA e PEREIRA, 1998; PAULA et al, 1998). Além disso, a
Kappaphycus alvarezii, pode melhorar a qualidade da agua retirando os
nutrientes e servir de abrigo a varias espécies de peixes, crustaceos e outros
organismos aquaticos (PAULA et al., 1998, HAYASHI et al., 2008).
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3.3.1 Carragenana

A carragenana é um polissacarideo nao-ramificado sulfatado extraido das
Rhodophytas (algas vermelhas). Assim como os alginatos e agares, a
carragenana faz parte de um grupo de substancias complexas biopoliméricas
denominadas ficocoldides, sua estrutura basica é constituida por sequéncias
repetidas de residuos de D-galactose e residuos de 3,6-D-galactose ligados em
a(1—3), como na Figura 4 (PICULLEL, 1995).

Figura 4: Estrutura basica das carragenanas (HARGREAVES, 2013)

Comercialmente a carragenana pode ser dividida em trés tipos, kappa,
iota e lambda, eles se diferenciam conforme a quantidade de 3,6-anidro-D-
galactose e do grau de sulfatacdo (DAWES et.al., 1977, CRITCHLEY, 1993). As
carragenas do tipo kappa e iota sdo as mais utilizadas comercialmente, os dois
produzem um gel. O primeiro é mais rigido e quebradico e o segundo mais
elastico e macio, ja a carragena do tipo lambda é viscosa e de dificil obtengéo
(PARKER,1993). A carragenana pode ser usada como espessante, gelificante
ou estabilizante nas industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos. E
usado principalmente na fabricagdo de produtos alimenticios pois, aumenta a
estabilidade fisica e melhora a sensagdo do alimento na boca. Além disso, a
carragenana néo tem cheiro, cor e nem sabor. A macroalga Kappaphycus
alvarezii apresenta basicamente carragenana do tipo kappa, sendo assim a
principal fonte deste tipo de hidrocoléide. A carragenana do tipo kappa é a que
apresenta maior demanda no mercado mundial (KHAMBHATY et al., 2012).

Existem dois métodos de produgao de carragenana. No primeiro método,
chamado de original, a carragenana € extraida da alga utilizando uma solugéo
aquosa aquecida, o residuo é removido por filtragdo e a carragenana é
recuperada da solugdo por precipitagdo com alcool ou por congelamento e

descongelamento, obtendo assim, a carragenana refinada. O método original é
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mais caro devido ao processo de recuperagdao. No segundo método a
carragenana nao é extraida, a alga é lavada para remover tudo que se dissolva
em solucdo alcalina e agua, deixando a carragenana e outros compostos
insoluveis inalterados. Essa fragdo insoluvel composta por carragenana e
celulose, é seca e vendida como carragenana semi-refinada. O segundo método,
comparado ao método original, € mais rapido e barato (MCHUGH, 2003).

A metodologia utilizada para a produgéo de carragenana nao influencia
na sua caracteristica gelificante, espessante, estabilizante, pois a estrutura
basica € mantida. Porém, quando utilizada como matéria-prima na produgao de
biocombustiveis ou de outros bioprocessos € necessario tornar os
monossacarideos disponiveis por meio de processos mais rigorosos
(HARGREAVES, 2013).

Na produgédo de carragenana, a partir de Kappaphycus alvarezii, séo
gerados residuos que podem ser utilizados na agricultura como fonte adicional
de minerais, pois possuem altas concentragdes de potassio, e concentracdes
menores de sddio e fosforo (MARIO e BALLESTERO, 2004).

A carragenana é constituida de monémeros de D-galactose, portanto,
esse hidrocoloide pode ser degradado a esses monémeros, podendo assim ser
utilizados em processos fermentativos. O produto de extracdo da Kappaphycus
alvarezii € mais atrativo para os processos fermentativos do que as espécies que
possuem agar como polissacarideo principal, pois o agar € constituido de D-
galactose e L-galactose. O mondmero L-galactose age como inibidor do
processo fermentativo, porque as leveduras ndo fermentam este tipo de acucar
(DAROCH et al., 2013). Enquanto que a Kappaphycus alvarezii € composta, em
sua maioria, por um polissacarideo, carragenana, que apos ser degradado gera

agucares que podem ser utilizados no processo de produgao de bioetanol.

3.4 Aplicagoées biotecnolégicas

As macroalgas sao divididas em trés grupos, de acordo com os pigmentos
fotossintéticos. Sao eles, os grupos das macroalgas vermelhas (Rhodophytas),
macroalgas marrons (Phaeophytas) e macroalgas verdes (Chlorophytas) (JOHN,
2011; KRAAN, 2013). As macroalgas sao cultivadas, atualmente, para a

producao de alimentos, fertilizantes e extragdo de hidrocoléides (ROESIJADI,
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2010). A macroalga vermelha Kappaphycus alvarezii possui um grande potencial
biotecnolégico, podendo ser empregada em varias industrias, como de
cosméticos e farmacéuticas, devido ao seu amplo espectro de compostos
bioativos. Além disso, o extrato de alga pode ser usado na agricultura como
bioestimulante e também na produgéao de bioetanol (MEENA et al., 2009; HOLDT
e KRAAN, 2011; MATANJUN et al., 2010; NISIZAWA, 2006).

O crescimento da produgao agricola, faz com que haja 0 uso excessivo
de fertilizantes, pesticidas e herbicidas, essas substancias causam impactos
ambientais que devem ser evitados e uma possivel solugédo é a utilizagao de
algas na agricultura como biofertilizantes ou bioestimulantes (STIRK et al.,
2003). O extrato de alga vem se popularizando pelo seu potencial uso na
agricultura organica e sustentavel. O que difere dos fertilizantes quimicos é o
fato de serem biodegradaveis, ndo téxicos, ndo poluem e ndo causam risco a
saude dos seres humanos e animais. Além disso, o extrato de algas melhora o
solo, pois promover o crescimento de microrganismos benéficos e também
melhora a absorgdo de minerais pelas plantas (AZIZ et al., 2003; RATHORE et
al., 2009; KHAN et al., 2009; KUMAR e SAHOO, 2011).

O uso de macroalgas como fertilizantes agricolas tem como objetivo
melhorar a taxa de germinacao de sementes, crescimento do sistema radicular,
producéo de flores, frutificacdo e indugao de resisténcia a pragas e doengas,
além de estimular respostas as condigdes de estresse hidrico, salinidade e
geada (NORRIE, 2008). As macroalgas sd&o compostas de nutrientes,
aminoacidos, vitaminas, citocinas, auxinas e acido abscisico, tendo a
capacidade de promover a produgao de moléculas bioativas que s&o capazes de
induzir resisténcia nos vegetais (STIRK et al., 2003; TALAMINI e STANDNIK,
2004). De acordo com a legislacdo brasileira de fertilizantes, regida pela
Instrucdo Normativa n° 23 de 2007 e a n° 25 de 2009, o extrato de alga marinha,
para ser registrado como fertilizante mineral, organico ou organomineral, tem
que atingir exigéncias minimas. Assim, o extrato liquido de alga é reconhecido e
autorizado pelo MAPA somente como aditivo estabilizante e complexante. Um
dos requisitos minimos exigidos pelo MAPA, no que diz respeito a classificagéo
em fertilizante organico, € o conteudo de carbono orgéanico, que é a soma de
todos os derivados de carbono presentes no meio. Assim, o conteudo minimo de

carbono orgénico para registro como fertilizante orgéanico fluido é de 8%.
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A espécie de alga marinha mais utilizada na agricultura & a Ascophyllum
nodosum, que pertence ao filo Phaeophyta, encontrada principalmente na costa
do Canada. Essas macroalgas se adaptam a temperaturas extremamente
baixas, a imersao total na maré alta e a exposicao solar na maré baixa
(RODRIGUES, 2008). O extrato dessa macroalga é rico em macro e
micronutrientes, aminoacidos, carboidratos e horménios que estimulam o
crescimento vegetal (ANASAC, 2006). Outras algas sao estudadas para a
utilizagéo na agricultura como a Kappaphycus alvarezii (HONG et al., 2007).

Na agricultura, varios estudos comprovam o potencial bioestimulante do
extrato liquido algal. A utilizagdo de Kappaphycus alvarezii na agricultura foi
relatado por Rathore et al. (2009), que realizaram teste de campo com a
finalidade de avaliar o efeito do extrato de alga no crescimento, qualidade e
consumo de nutrientes na cultura de soja, concluindo que, nas condi¢gdes do
experimento, a utilizacdo do extrato liquido aumentou os parametros de
crescimento, o rendimento dos gréaos, além de melhorar a absorgao de nutrientes
pelas plantas. Um estudo feito por Costa (2015) com o intuito de avaliar o uso da
mistura de biomassa soélida com o extrato liquido obtido da Kappaphycus
alvarezii no tratamento de sementes e pulverizagéo foliar na cultura de soja,
mostrou que o uso do extrato liquido puro para o tratamento de semente de soja
€ interessante no desenvolvimento inicial da planta, na pulverizagao foliar, com
dosagens maiores do extrato liquido puro, demonstrando um aumento de
produtividade. Na mistura contendo o extrato liquido e a biomassa sélida, no
tratamento de sementes houve um aumento no crescimento, e na pulverizagao
foliar ocorreram aumento da produtividade. O uso do extrato liquido ou da
mistura do extrato liquido com a biomassa sdlida hidrolisada, que possui um alto
conteudo de polissacarideos, possui eficiéncia nutricional na cultura de soja,
sendo assim um potencial fertilizante orgénico, mas ainda se faz necessario mais
estudos.

Uma outra aplicagdo da Kappaphycus alvarezii € a sua utilizagdo como
matéria prima para a produgao de bioetanol. O bioetanol pode ser produzido a
partir de biomassa proveniente da agricultura ou de biomassa algal. A produgao
de biocombustiveis a partir de algas marinhas é mais vantajosa pois n&o
competem com a area agriculturavel, ndo necessita de agua potavel para

irrigacdo e nem dependem de solos férteis para a sua produgao, além disso,
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dispensa o uso de fertilizantes, necessitando apenas de agua do mar, luz solar
e dioxido de carbono para o seu cultivo (JOHN et.al., 2011).

As macroalgas se destacam pela capacidade superior em converter
energia solar em energia quimica quando comparadas aos vegetais terrestres.
Essa caracteristica faz com que a sua taxa de crescimento e de absorg¢ao de
CO2 atmosférico também sejam superiores. Além disso, as macroalgas, se
desenvolvem em um tempo menor, refletindo numa produgéo mais eficiente
(BORINERS et al., 2011; JOHN et al., 2011; JUNG et al., 2012). Quando
comparada a biomassa lignoceluldsica, as macroalgas possuem estruturas mais
simples devido a auséncia ou baixo teor de lignina, essa macromolécula
proporciona resisténcia a degradagao, e essa auséncia de lignina faz com que
os catalisadores, como as enzimas, possuam um acesso mais facil aos
polissacarideos (JONES e MAYFIELD, 2012). Todas essas caracteristicas e
vantagens justificam o foco das pesquisas em viabilizar o uso da biomassa de
macroalgas para a produgéo de bioetanol.

O processo de obtengao de bioetanol a partir de macroalgas é semelhante
ao processo convencional de etanol, produzido de matérias-primas como cana-
de-agucar, milho, entre outras (CHEN et al., 2015). Como descrito anteriormente,
a parede celular das macroalgas vermelhas € formada por uma camada de
celulose e por polimeros de galactanas, no caso da Kappaphycus alvarezii € a
partir desses polimeros que sao obtidos os agucares que podem ser utilizados
no processo de produgao de bioetanol.

O pré-tratamento € a primeira etapa de producdo do bioetanol de
macroalgas, nessa etapa s&o disponibilizados os hidratos de carbono, como a
carragenana, para serem usados nos processos seguintes. Um dos métodos
mais utilizados é o pré-tratamento acido que torna os agucares dos
polissacarideos mais acessiveis as enzimas hidroliticas facilitando o processo
de hidrélise (HAN et al., 2007). Os métodos mais utilizados para converter os
polissacarideos em agucares redutores sdo o quimico e enzimatico. Na hidrélise
quimica, o catalisador mais utilizado sao os acidos diluidos, e na enzimatica o
catalisador utilizado sdo as enzimas. A celulose, presente nas algas vermelhas,
pode ser reduzida a glicose através da hidrélise enzimatica utilizando uma
mistura de enzimas (celulase e B-glucosidase) (TAN e LEE, 2014). Um dos

problemas em utilizar acido no pré-tratamento € a geragdo de compostos toxicos
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como o acido 5-hidroxi-metil-furfural (HMF) que influencia na eficiéncia do
processo de produgdo de etanol. A hidrélise enzimatica também possui
desvantagens como, a dificuldade em recuperar as enzimas dos produtos, além
disso, requer um tempo maior de hidrélise quando comparada a acida (TAN et
al., 2013; KLINKE et al., 2004). Apos a hidrolise dos polissacarideos em
monossacarideos a proxima etapa é a fermentacgéao, realizada, geralmente, por
leveduras como a Saccharomyces cerevisiae, que transformam a glicose, um
dos produtos da hidrdlise dos polissacarideos da biomassa algal, em piruvato,
que por sua vez é transformado em etanol. Um outro produto da hidrélise da
biomassa algal é a galactose, obtida da carragenana, apesar da estrutura
semelhante a glicose, a galactose difere da glicose pela troca de posi¢cao do
grupo hidroxila no carbono quatro, devido a essa diferenca a levedura ndo é
capaz de utilizar a galactose como substrato da fermentacéo. Para viabilizar o
uso da galactose no processo fermentativo € necessario que a levedura
expresse enzimas que convertam a galactose em agucar fermentescivel, como
a glicose (OSTERGAARD et al., 2000; VAN DEN BRINK et al., 2009).

3.5 Processo de producgao do Bioetanol de algas

3.5.1 Pré-tratamento

O pré-tratamento serve para solubilizar a carragenana obtida do processo
de extracdo com a finalidade de hidrolisar esse polissacarideo em mondmeros
de galactose e, além disso, separa-lo da estrutura celuldsica, o método mais
utilizado é o quimico com acido diluido. O acido sulfurico € o mais utilizado, pois
proporciona melhor eficiéncia de hidrélise (KIM et. al., 2011; DAROCH et al.,
2013). Antigamente utilizava-se condigbes mais severas visando a hidrdlise
completa da celulose e hemicelulose, nessas condigbes mais drasticas era
possivel obter os agucares na forma monomérica, mas em contrapartida eram
formados sub-produtos, a maioria, téxicos e inibidores dos processos
metabdlicos como o hidroximetilfurfural (HMF) (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000). Em condi¢gdes mais brandas a formacéo dos compostos
téxicos e inibidores é minimizada (HARGREAVES, 2013). A toxicidade desses
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compostos afeta as enzimas, principalmente, da via glicolitica, inibindo-as na
presenca de HMF, assim as enzimas mais afetadas sdo a hexoquinase e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (NICHOLS, 2010; BETANCUR, 2010)

O pré-tratamento com acido diluido promove a separagao em duas fases,
liquida e solida. Na liquida estdo os monémeros de galactose provenientes da
hidrdlise da carragenana e na fase sélida encontram-se o conteudo celuldsico.
A fase solida é submetida ao processo de sacarificagédo, que hidrolisa a estrutura
celulésica em mondmeros de glicose. Este agucar, por sua vez, pode ser
utilizado como substrato para a produgéo de etanol (HARGREAVES et al., 2013).
Na hidrélise acida da carragenana ocorre a formagao do hidroximetilfurfural
(HMF), um composto inibidor formado a partir da desidratagéo de hexoses como
a galactose (BETANCUR, 2010; NICHOLS, 2010; MEINITA et al., 2012). O
hidroximetilfurfural pode ser degradado a acido levulinico quando submetido a
condicdes de temperatura mais elevada, esse acido formado é mais toxico que
o HMF, pois mesmo presente em baixas concentragcdes causa o efeito inibitorio.
(MEINITA; HONG; JEONG, 2012)

Algumas estratégias estao sendo adotadas para diminuir a toxicidade dos
compostos inibitérios presentes nos hidrolisados de diferentes tipos de
biomassa. As técnicas mais utilizadas sao coluna de troca idnica, precipitagao,
extragdo com solventes organicos, adsor¢ao em carvao ativo, alteragdo do pH
do hidrolisado, entre outros (BETANCUR, 2010; NICHOLS, 2010). Para o
hidrolisado de carragenana, a estratégia que proporciona maior rendimento
quando se fala em concentracdo de etanol apos a fermentacdo é a
destoxificagdo com carvao ativo (HARGREAVES et al., 2013).

A utilizagao de biocatalisadores € um método alternativo de hidrélise da
carragenana. Para que ocorra a reagdo, as enzimas que possuem maior
especificidade pelo substrato, requerem uma temperatura mais baixa, assim,
evitam a formagao de compostos toxicos (SCHELIGA, 2012). Algumas bactérias
marinhas tém sido isoladas por secretarem diferentes tipos de carragenases,
especifica para cada um dos trés tipos de carragenana (MICHEL et al., 2001)
Nas carragenanas do tipo kappa, a enzima carragenase atua catalisando a
hidrdlise da ligagao [(1-4), liberando kappa-neocarrabiose e D-galactose como

produto. (SCHELIGA, 2012) A enzima carragenase nao esta disponivel
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comercialmente, o que dificulta a sua aplicagdo em processos fermentativos
(GOH e LEE, 2010).

A fragcdo solida ou fragdo celuldsica, também pode sofrer hidrdlise
enzimatica a partir da agao sinérgica das enzimas endoglucanase, exoglucanase
e B-glucosidase (Figura 5). Essas enzimas apresentam atividade em condi¢des
brandas de temperatura e pressao, portanto ndo geram compostos inibidores do
processo fermentativo (HARGREAVES, 2013; LYND et al., 2002). As
endoglucanases hidrolisam as ligagdes [3-1,4-glicosidicas da celulose, causando
rupturas nas fibras. Nas extremidades redutoras e nao redutoras, as
exoglucanases se ancoram e liberam celobioses ou glicoses soluveis, as
celobioses liberadas sdo hidrolisadas pelas enzimas B-glucosidases a
mondmeros de glicose (ZHANG e LYND, 2004).
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Figura 5: A¢do das celulases, endos: endoglucanases, exosR: exoglucanases
(terminal redutor), exosNR: exoglucanases terminal nédo redutor e (-Gase: beta
glucosidase (ZHANG et al., 2006 apud. HARGREAVES, 2013)

A utilizagao de celulases, quando comparada aos catalisadores quimicos,
requer uma temperatura menor para que a reagao ocorra, 0 que gera menos
compostos toxicos e inibidores, além disso, pode ser considerada uma estratégia
mais sustentavel por gerar uma quantidade menor de residuos (SINGHANIA et
al.,, 2010). Porém, essas enzimas ainda possuem um custo elevado o que
impede o seu uso na producido de etanol. Para tornar a hidrélise enzimatica

economicamente viavel € necessario produzir enzimas com substratos mais
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baratos e com maior grau de estabilidade e atividade especifica (MOREIRA,
2005).

3.5.2 Metabolismo de Saccharomyces cerevisiae

As leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae sao mais indicadas
para a produg¢ao de bioetanol devido a algumas vantagens, como tolerar altas
concentracdes de etanol e fermentar altas concentracdes de aglcares. Para o
crescimento celular requer condigdes nutricionais simples; toleram pH acido a
neutro; ndo sao patogénicos; sao termotolerantes e sao resistentes a inibidores
(FERREIRA, 2010).

A primeira etapa do metabolismo de agucares a etanol, por meio da
levedura Saccharomyces cerevisiae, é a oxidacado da glicose a acido piruvico,
pela via glicolitica (TORTORA et al., 2010). Essa via é dividida em duas fases,
na primeira fase, preparatéria, uma molécula de glicose é quebrada e convertida
em duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato, a partir de uma série de reagdes
enzimaticas. Na segunda fase ocorre uma série de reagdes de oxidagao, e entdo
as duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato sdo transformadas em duas
moléculas de &acido pirdvico. Os dois ATPs gasto na primeira fase sao
recuperados na fase de pagamento, resultando em um saldo energético de 2
ATPs, além disso ha formacdo dos cofatores NADH. A segunda etapa da
produgdo de etanol € a chamada fermentagdo alcodlica, onde ocorre a
descarboxilagdo do acido pirtvico formando duas moléculas de acetaldeido e
duas moléculas de CO2. As duas moléculas de acetaldeido sédo reduzidas por
duas moléculas de NADH para formar duas moléculas de etanol (MADIGAN et
al., 2003; TORTORA et al.,, 2005). A fermentagdo ocorre anaerobicamente,
assim o piruvato é convertido a etanol com desprendimento de CO2. Além disso,
a produgao de etanol esta relacionada ao crescimento das leveduras que utilizam
os ATPs produzidos na via glicolitica para a sua biossintese. O acumulo de ATP
inibe uma das enzimas mais importantes da via glicolitica, a fosfofrutoquinase-1,
e consequentemente ocorre a interrupgao dessa via (BAl, ANDERSON E MOO-
YOUN, 2008).

Apesar de possuir estrutura semelhante a glicose, nem todas as leveduras

Saccharomyces cerevisiae sao capazes de metabolizar a galactose, pois as
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enzimas responsaveis pela via glicolitica ndo metabolizam esse agucar. Para
que ocorra a fermentagéo a partir de galactose, € necessario que a linhagem de
levedura expresse um conjunto de enzimas responsaveis pelo transporte deste
agucar até a sua conversao em glicose-6-fosfato, que € um intermediario da via
glicolitica. (OSTERGAARD et al., 2000; VAN DEN BRINK et al., 2009)

A via de Leloir (Figura 6) é responsavel pela transformacéo de galactose
em glicose intracelularmente, esse processo ocorre da seguinte maneira, a
galactose é transportada para o interior da célula por meio da galactose
permease (transportador protéico presente na parede celular), uma vez dentro
da célula o acgucar € fosforilado a galactose-1-fosfato pela enzima
galactoquinase, e entdo € isomerizada a glicose-1-fosfato pela galactose-1-
fosfato uridiltransferase. A enzima fosfoglucomutase converte a glicose-1-fosfato
em glicose-6-fosfato, assim esse agucar pode ser direcionado para a via
glicolitica (metabolismo fermentativo ou oxidativo) ou via das pentoses fosfato
(biossintese de precursores importantes para o crescimento e multiplicacéo
celular) (SCHELIGA, 2012; HARGREAVES, 2013).

GALACTOSE EXTRACELULAR

GALACTOSE PERMEASE
l J | MEMBRANA CELULAR

GALACTOSE INTRACELULAR

ATP
ADP

GALACTOSE - 1-FOSEATD

UDP - GALACTOSE

1

[ UDP-GLICOSE 4-EPIMERASE | GALACTOSE-1-FOSFATO

H H— URIDILTRANSFERASE

UDP - GLICOSE

L 4

GLICOSE - 1-FOSFATD

FOSFOGLICOMUTASE
W
Hd GLICOSE-6-FOSFATO ):H
FERMENTACAD BIOSSINTESE DE PERCUSSORES
CRESCIMENTO CELULAR
L1

METABOLISMO QXIDATIVO

Figura 6: Esquema da Via de Leloir (OSTERGAARD et al.,2000 apud
SCHELIGA, 2013).
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3.5.3 Processo fermentativo

Uma das melhores maneiras de controlar os parametros da fermentacao
€ variar o modo de condugao do bioprocesso, que possibilita uma melhora no
processo fazendo com que ele ocorra em niveis mais adequados de
concentracdo de acucar e de células, evitando que o metabolismo da levedura
seja desviado para outra via (FERREIRA, 2010; PACHECO, 2010). O processo
fermentativo pode ser conduzido de trés formas: processo descontinuo (batelada
simples), descontinuo alimentado (batelada alimentada) e continuo (PEREIRA
JR et al., 2008).

No processo descontinuo (batelada simples) a suspensdo celular é
adicionada ao meio de fermentacdo sem adicbes de meio novo, nem retiradas
de meio reacional durante o processo. Na batelada simples as condi¢des
ambientais s&o alteradas o tempo todo, isso se explica devido as concentragdes
de nutrientes serem reduzidas ao longo do tempo e as concentragdes de células,
produtos e sub-produtos aumentadas. Esse tipo de condugéo de bioprocessos
pode desfavorecer o crescimento celular e o processo fermentativo devido aos
fendbmenos de inibigado pelo substrato, produto e outros metabdlitos. A batelada
alimentada pode contornar esses problemas de inibicdo, ela possibilita a
manutengdo da concentracdo desses inibidores/repressores em niveis sub-
inibitorios/sub-repressores, com implicagoes diretas no desempenho da célula.
No processo descontinuo alimentado (batelada alimentada) um ou mais
nutrientes necessarios para o crescimento celular sdo adicionados de modo
intermitente ou continuo ao biorreator sem a retirada de material durante a
operagado. (PEREIRA JR et al., 2008).

Na conducao continua a alimentacao de nutrientes e substrato e a retirada
de produto, ocorre de forma continua. O processo ocorre em condi¢cdes
estacionarias que podem ser determinadas previamente para o melhor
desempenho do microrganismo. Sua principal vantagem, quando comparada
aos outros modos de conducdo, € que nesse processo € possivel operar por
periodos extensos de tempo, resultando em um aumento de produtividade
(PEREIRA JR et al., 2008; SCHMIDELL et al., 2001).

As estratégias de conducéo de bioprocessos para a producgéo de etanol a
partir da biomassa algal foram adaptadas das estratégias utilizadas para a
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biomassa lignocelulésica. A biomassa utilizada na produgcdo de etanol de
segunda geracédo apresenta diferentes agucares, provenientes da celulose e
hemicelulose, portanto € necessario o emprego de enzimas simultaneamente a
acao de microrganismos. As quatro estratégias para a obtencédo de etanol de
material lignoceluldsico sao: Hidrolise e Fermentacdo em Separado (SHF),
Sacarificagdo e Fermentagdo Simultanea (SSF), Sacarificaggo com Co-
Fermentacdo Simultdnea (SSCF) e Bioprocesso Consolidado (CBP)
(FERREIRA, 2010).

Na Hidrdlise e Fermentagdo em Separado (SHF), a hidrélise, ou pré
tratamento, da biomassa ocorre em um estagio separado da fermentagdo. A
etapa de hidrolise pode utilizar um agente quimico como catalisador, formando
compostos inibidores, o que requer etapas de detoxificagdo. Por conta disso, ndo
€ possivel realizar uma fermentacéo simultanea. Outra alternativa é a hidrélise
enzimatica, que geralmente ocorre em condigdes 6timas de pH e temperatura
das celulases, uma dificuldade desse processo € o acumulo de glicose e
polissacarideos que atuam como inibidores enzimaticos, tornando a hidrdlise
incompleta. Apos a hidrolise, ha formagao de duas fases, a fase sélida e a fase
liquida, essa fragdo liquida ¢é direcionada para a fermentacdo com
microrganismos (WINGREN et al. 2003; McMILLAN, 2004).

Na Sacarificagdo e Fermentagao Simultanea (SSF), como o préprio nome
diz, a sacarificagdo e fermentacdo da fragdo celuldésica ocorrem na mesma
etapa, a hidrolise é realizada enzimaticamente, evitando assim a formagao de
compostos inibidores, possibilitando o sinergismo com o microrganismo
fermentador. A fragcdo hemiceluldsica € hidrolisada em uma etapa diferente,
assim como a produgao de enzimas do complexo celulasico (WINGREN et al.,
2003).

Na Sacarificaggo com Co-Fermentacdo Simultdnea (SSCF) a
fermentagao das pentoses e hexoses ocorrem em um mesmo reator junto com
a sacarificagdo da celulose, ja a hidrdlise da hemicelulose e a produgédo de
celulases ocorre separadamente (TEIXEIRA et al., 2000). No processo SSF,
visto anteriormente, somente as hexoses sdo convertidas a etanol e as pentoses
sdo fermentadas em outro reator por um organismo diferente. No SSCF tanto as
pentoses quanto as hexoses sao fermentadas no mesmo reator por um Unico

microrganismo, isso € possivel devido a biologia molecular que permite o
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desenvolvimento de um microrganismo capaz de fermentar esses dois agucares
(HAMELINCK et al., 2005).

No Bioprocesso Consolidado (CBP) a produgao de enzimas e de etanol
ocorrem em um unico reator pelo mesmo microrganismo. Para isso, é necessario
recorrer a engenharia genética, visando a modificagdo do microrganismo para
que ele consiga produzir diversas enzimas, tornando-o capaz de clivar os
complexos hemiceluldsicos e celulésicos, além de possuir uma alta habilidade
fermentativa de hexoses e pentoses (FERREIRA, 2010).

Para a biomassa algal, uma estratégia possivel é a sacarificagdo com co-
fermentacdo simultanea, pois como descrito anteriormente, algumas linhagens
de Saccharomyces cerevisiae podem fermentar os dois agucares obtidos no

processo de producao que sao a glicose e galactose (HARGREAVES, 2013).

3.6 Inovacao tecnoldgica no Brasil

Segundo o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), a patente é
um titulo de propriedade temporaria sobre uma invengcao ou modelo de utilidade,
concedido pelo Estado aos inventores ou autores ou outras pessoas fisicas ou
juridicas detentoras de direitos sobre a criagdo. Com isso, o inventor ou detentor
da patente tem o direito de impedir terceiros de produzir, usar, colocar a venda,
vender ou importar o objeto da sua patente, seja ele um produto ou processo.
Em contrapartida, € disponibilizado ao publico todo o conteudo técnico da
matéria protegida pela patente (INPI, 2015).

O Instituto Nacional de Propriedade Industrial, criado em 1970, € uma
autarquia federal vinculada ao Ministério do Desenvolvimento, Industria e
Comeércio Exterior (MDIC), responsavel pelo aperfeicoamento, disseminagao e
gestao do sistema brasileiro de concessao e garantia de direitos de propriedade
intelectual para a industria. Portanto, no Brasil, o 6rgdo responsavel pela
concessao de patentes é o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI,
2015). Ha dois tipos de patentes: A patente de Invengao (PI) que é concedida os
produtos ou processos que atendem aos requisitos de atividade inventiva,
novidade e aplicagao industrial, tem validade de vinte anos contados da data de
depdsito; e a Patente de Modelo de Utilidade (MU) que é concedida aos objetos

de uso pratico, que apresente nova forma de disposigdo, envolvendo ato
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inventivo, que resulte em melhoria funcional no seu uso ou em sua fabricagao,
tem validade de 15 anos contando da data de depésito (INPI, 2015).

Uma vez concedido o direito de exclusividade temporario de algum
invento, o chamado Documento de Patente é publicado e incluido no Banco de
Patentes do INPI, assim a informagdo se torna publica, permanecendo,
disponivel para a consulta e a pesquisa de todos os interessados. A posse de
uma patente gera estimulos no crescimento econémico, e possibilita a elevagcao
nos padroes de vida (FERREIRA et al., 2009). Além disso, € um importante
recurso para pesquisadores e inventores, pois evita a duplicagado de iniciativas
em pesquisa e desenvolvimento e amplia a capacidade de inovagao, permitindo
compreender as principais tendéncias em determinados setores tecnoldgicos.
As vantagens das patentes, além de incentivar o desenvolvimento tecnoldgico,
€ encorajar a pesquisa cientifica, disseminar o conhecimento pratico e
econdmico, criar novos mercados e satisfazer as necessidades dos
consumidores. A desvantagem das patentes, reflete significativamente nos
consumidores, pois torna os produtos mais caros (FERREIRA et al., 2009).

Ao realizar uma pesquisa no banco de dados no site do Instituto Nacional
de Propriedade Industrial (INPI) obteve-se os resultados presente na figura 7. A
busca foi realizada utilizando combinag¢des de palavras-chave: Etanol e Algas;
Etanol e Biomassa; Etanol e Combustivel; Etanol e Kappaphycus alvarezii; e, por
fim, a combinacao de todas as palavras-chave, obtendo um total de 81 processos
de patentes. Assim, é possivel verificar a quantidade de processos de patentes

para cada combinagao de palavras-chaves.
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Figura 7: Relagao de processos de patente utilizando o banco de dados do INPI.
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Fazendo uma analise da palavra-chave, Etanol e Combustivel, verificou-
se que o primeiro processo de patente é datado de 1979. O interesse pelo etanol,
nesta época, pode ser explicado pela crise do petroleo na década de 70 e pela
criacdo do ProAlcool, programa do governo de incentivo a producdo de etanol
em substituicdo a gasolina (CARVALHO e CARRIJO, 2007). O auge do
ProAlcool explica o aumento significativo no nimero de processos de patentes
no periodo de 1979-1983. Na segunda metade da década de 80, ocorreu a crise
do ProAlcool devido a reducéo do preco do petréleo e ao fim dos subsidios do
governo no setor sucroalcooleiro, acarretando na queda da produgao de etanol
(CARVALHO e CARRIJO, 2007). Neste periodo observou-se a diminui¢cdo de
pedidos de patente, podendo ser explicada pela crise do Programa Nacional do
Alcool. (CARVALHO e CARRIJO, 2007).

Na andlise da palavra-chave Etanol e biomassa, observou-se o aumento
de pedidos de patente a partir de 2001. Esse fato pode ser explicado pela
necessidade em ampliar a producdo de etanol no Brasil, que neste mesmo
periodo langou os automdveis movidos tanto a &alcool como a gasolina,
aumentando a demanda de etanol no mercado brasileiro (LOT, 2013). Como se
sabe, o etanol proveniente de biomassa € o chamado etanol de segunda
geragao, obtido a partir de residuos agroindustriais como, por exemplo, o bagago
da cana-de-agucar (MARQUES, 2009). A fim de evitar a expansao de areas de
cultivo da cana-de-agucar, varios processos biotecnologicos, para utilizar essa
biomassa, tém sido desenvolvidos (SILVA, 2010). Um dos focos em se
desenvolver novos métodos de produgdo do etanol lignoceluldsico € a redugéo
de custos da producdo em escala industrial.

Na combinagao de palavras-chave, como mostrado na Figura 7, a unica
que corresponde ao tema deste trabalho € a combinagao “etanol e algas”. A partir
dela obteve-se dois processos de patentes, sendo que somente uma delas
corresponde a producéo de etanol a partir de algas.

Vale salientar a importéncia da patente da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, cujo um dos inventores € o Professor Maulori Curié Cabral do
Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro. O processo
de patente tem como titulo “Processo para a obtencdo de etanol a partir de
algas”, o registro do pedido no ambito nacional é datado de 26/11/2007 e o
numero do pedido é Pl 0819746-6 A2. Aléem do pedido de patente no ambito
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nacional, no ano de 2008 foi feita a aplicacdo do depdsito internacional no PCT
(Tratado de Cooperagdo de Patentes) que visa a protegao internacional. A
patente se refere a um processo inédito de transformacao de polissacarideos
gelificantes obtidos de algas em etanol. As algas mais utilizadas séo as do
género Gelidium, Gigardina, Gradilaria, Encheuma e Pterocladia, mais
especificamente das espécies, Gracilaria, Kappahycus e Hypnea. O processo
consiste em hidrolisar os polimeros de carboidratos das algas, apos essa etapa
€ possivel utiliza-los como substrato na etapa de fermentacgéo.

A Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) desenvolve um projeto
pioneiro no que diz respeito ao etanol de terceira geragao, mais especificamente,
a partir de macroalgas marinhas. O projeto € chamado de ProAlga, ele visa o
aperfeicoamento do processo de produgdo do etanol pela hidrélise e
fermentagdo da biomassa de macroalgas (CRUZ, 2009). O processo de
obtencao do bioetanol € iniciado com a coleta e secagem das macroalgas, apos
essa etapa a biomassa é triturada e hidrolisada, com a finalidade de degradar a
cadeia de carboidratos obtendo os agucares que serdao usados na proxima etapa
que é a fermentacgao, obtendo assim, apds a destilagao, o etanol. (CRUZ, 2009).

Com a finalidade de comparar a produgdo de inovagéo tecnolégica no
Brasil, realizou-se uma pesquisa no banco de patentes internacional. O
Espacenet € uma base de dados internacional que permite pesquisar
informacgdes dos pedidos de patentes publicados por mais de 72 paises e
regides. A organizagao Européia de Patentes (EPO) foi criada em outubro de
1977 com base na Convencédo de Patentes Européia (EPC) assinada em
Munique em 1973. O Espacenet contém mais de 90 milhdes de documentos de
patentes de diversos paises (ESPACENET, 2015).

Na Figura 8 é possivel observar o resultado da busca de processos de
patentes utilizando as palavras-chave combinadas conforme a Figura 7. Ao final
da consulta obteve-se um total de 984 processos de patentes. Demonstrando
uma quantidade de processos de patente significativa, quando comparada ao
banco de dados do INPI.
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Figura 8: Relagdo de processos de patente utilizando o banco de dados
Internacional Espacenet.

Utilizando o Espacenet obteve-se um processo de patente a partir da
palavra-chave “Etanol e Kappaphycus alvarezii’. A patente indiana, registrada na
data de 18/07/2012 e com numero de pedido CN102597251, tem como objetivo
integrar o processo de produgdo de etanol e fertilizantes utilizando a alga
vermelha Kappaphycus alvarezii. Essa patente nos mostra o potencial dessa
macroalga tanto na produgéo de etanol quanto na produgéo de biofertilizantes.

Um outro dado importante, obtido da Figura 8, € com relagdo a palavra-
chave “Etanol e algas” que foram obtidos 18 processos de patentes, dentre elas
esta a patente da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A partir desses
resultados é possivel verificar que a inovagao tecnoldgica no Brasil, quando se
fala em producédo de etanol a partir de algas, pode ser comparada a outros
paises. Esse fato pode ser confirmado por meio desta pesquisa, que mostra que
no mundo ha apenas dezoito processos de patentes visando a producdo de
etanol a partir de algas e o Brasil esta presente contribuindo com uma patente

de propriedade da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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4 CONCLUSAO

A revisdo sobre a produgdo de bioetanol a partir da macroalga
Kappaphycus alvarezii no Brasil mostra que sdo necessarios mais estudos na
area para otimizar o processo de producdo, requerendo uma atencdo ao
processo fermentativo que ainda ndo é bem estabelecido, havendo apenas
suposicdes de processos, pelo que pode ser visto, ha poucos estudos nessa
area. Mas a utilizagdo da biomassa de macroalgas em substituicdo a biomassa
lignocelulésica mostrou ser bastante vantajosa com relacdo a facil hidrélise da
parede celular, que na macroalga Kappaphycus alvarezii € formada por uma
camada de celulose que possui menos lignina que o material lignoceluldsico.

Com relagédo a produgédo de inovagéo tecnoldgica no Brasil, foi possivel
observar, com relagédo a produgao de etanol a partir de algas, que o pais contribui
de forma significativa com a inovagao tecnolégica no mundo. Porém, quando
comparado a outros resultados ainda se faz necessario mais investimentos e
incentivos para desenvolver processos inovadores.

A produgao de etanol de terceira geragdo no Brasil, utilizando biomassa
proveniente de macroalgas, é vantajosa devido a grande extensao litoranea do
pais, mas para que toda a costa brasileira possa produzir as macroalgas, se
fazem necessarios estudos para que a introducdo de espécies exoticas nao
interfira no ambiente de forma negativa. Por isso, € necessario o investimento
em P&D (Pesquisa e Desenvolvimento), para que mais pesquisadores e

instituicdes se interessem por esse processo tao promissor.
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